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1. 略語集  

 本論文において，以下の略語を用いた． 

正式名称 略語 
Aggrecan Acan 
Anterior cruciate ligament ACL 
ACL transection ACL-T 
Bone volume/Tissue volume BV/TV 
Controlled Abnormal Tibial Translation CATT 
Controlled Abnormal Tibial Rotation  CATR 
Collagen type II alpha 1 Col2a1 
Destabilized medial meniscus DMM 
Extracellular matrix ECM 
Lateral Anterior LA 
Lateral Posterior LP 
Long Term Hind limb Unloading LTHU 
Medial Anterior MA 
Medial Posterior MP 
Matrix metalloproteinase 3 MMP-3 
Matrix metalloproteinase 13 MMP-13 
Osteoarthritis OA 
Osteoclast surface / Bone surface Oc.S/BS 
Quality of life QOL 
Short Term Hind limb Unloading STHU 
Tartrate resistant acid phosphatase 染色  TRAP 染色 
Tumor necrosis factor-α TNF-α 
Vascular Endothelial Growth Factor VEGF 
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2. 序論  

2.1. 骨軟骨組織と関節疾患 

 骨軟骨組織は，全身の関節における関節軟骨や軟骨下骨に代表される

組織である．関節は軟骨組織である関節軟骨と，関節軟骨の深層に位置

する軟骨下骨で構成される(図1)．関節軟骨はコラーゲン線維とプロテ

オグリカンから構成される細胞外マトリックスと，軟骨細胞から構成さ

れ，70〜80%の水分を含有する組織である．コラーゲン線維は軟骨表

層では平行に配向するが，深層では垂直方向に配向する．この配向の違

いから表層では剪断力や伸張力に抵抗し，深層では圧縮応力に抵抗する

働きがある．また，プロテオグリカンは極めて高い保水性があり，荷重

などによる圧縮力を支持する役割を持っている．また，軟骨細胞は関節

軟骨を構成する唯一の細胞である．健康な軟骨において軟骨細胞は図1

に示すように，表層では扁平化した状態で存在し，深層ではより丸みを

おび，柱状に集合して存在している．これら軟骨細胞の形態と配列はコ

ラーゲン線維の配向と同様に関節軟骨の深さによって異なる役割を持

つ．一方で軟骨下骨は関節軟骨深層の石灰化軟骨層の直下に位置してい

る．軟骨下骨は骨梁構造を有しており，関節に対する軸方向のストレス

を分散させる役割を持つ．さらに，軟骨下骨は変形しやすい特徴を持

ち，長期的かつ周期的に関節に加わる剪断力や圧縮応力などのメカニカ

ルストレスに対して構造を変化させることで適応している1)． 

股関節や膝関節などの荷重関節は，関節運動や，荷重による様々な

メカニカルストレスを常に受けている2)．周期的かつ持続的なメカニカ

ルストレスは骨軟骨組織を変性させ，関節の機能障害を引き起こし得る

3)．関節の機能障害を伴う関節疾患は要介護の原因として常に上位に位

置しており，関節疾患が多くの高齢者の日常生活動作に支障をきたし，
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生活の質の低下，健康寿命の短縮を引き起こし，医療費の増加や労働力

の低下につながっていることは明らかである． 

 関節疾患の代表例として変形性関節症(Osteoarthritis ; OA)があげら

れる．OAは加齢性変性疾患の1つであり，膝関節や股関節といった荷

重関節に頻発する．本邦においてOAの中でも特に罹患者が多い変形性

膝関節症（Knee osteoarthritis ; 膝OA）に対する大規模住民コホート 

Research on osteoarthritis / osteoporosis against disability (ROAD) 

プロジェクトの報告によると4,5)，ベースライン調査全参加者3040人の

うちX線像を用いて整形外科医によって診断された膝OAの有病率は

54.6%（男性42.0%，女性61.5%）であった．この有病率から推定され

る膝OAの有病者数は2530万人（男性860万人，女性1670万人），有症

状患者数は800万人に達するとされている．さらにROADプロジェクト

のベースライン調査における他関節のOAとの合併を調査した結果，全

体の84.4%が腰椎，股関節，膝関節のいずれかのOA有病者であること

が明らかとなった6)．この結果からもOAをはじめとした関節疾患は高

い罹患率を持っている． 

OAは関節疾患の代表とも言える疾患であり，高齢者の身体活動を制

限する要因の一つである．現在，OAに対する治療法として，薬物療法

などによる対症的な治療や，人工関節全置換術をはじめとした外科的治

療法，さらに再生医療による治療法も日々進歩してきている．しかし，

疾患の発症や進行を予防する疾患修飾的な治療法は未だ確立されていな

い7)．高齢化の一途を辿る本邦において，関節疾患の予防法の確立や進

行抑制は医療費や介護負担の増大といった観点からも解決すべき重要な

課題である． 

2.2. メカニカルストレスに対する骨軟骨組織の応答 
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 股関節や膝関節などの関節は，骨軟骨組織が大きく関与する部位であ

る．関節には表層の関節軟骨と，軟骨の直下に位置する軟骨下骨がある

(図 1）． 

 
図 1．関節を構成する関節軟骨と軟骨下骨 

関節における骨軟骨組織の構造．関節の表層には関節軟骨と，関節軟骨
の直下に位置する軟骨下骨が存在する．BioRender を用いて作成
(https://www.biorender.com/)． 

 

関節軟骨は，関節に加わるメカニカルストレスを緩衝し，滑らかな関

節運動を可能にしている．一方で，軟骨下骨は関節軟骨に加わるメカニ

カルストレスを吸収分散することで関節機能を支えている．  

関節軟骨のメカニカルストレスの応答には軟骨細胞が大きな役割を

担っている．軟骨細胞は関節軟骨に存在する唯一の細胞であり，常にメ

カニカルストレスにさらされている．健康な軟骨細胞は軟骨の機能的特

性を維持するための細胞外マトリックスを生成するが，過度もしくは低

表層

中間層

深層

⽯灰化軟⾻層

軟⾻下⾻

関節軟⾻

https://www.biorender.com/
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負荷すぎるメカニカルストレスは軟骨細胞の代謝活性の低下や 8)，異化

作用の促進を引き起こすことが明らかになっている 9–11)．これらより，

軟骨に加わるメカニカルストレスが軟骨細胞の健康に大きく影響してい

ることが明らかである． 

 一方で，メカニカルストレスに対する軟骨下骨の特徴として，関節軟

骨を支えるクッションの役割があると考えられている 12)．そして，疾患

進行に伴い生じる軟骨下骨の異常なリモデリングは軟骨下骨の硬さの変

化を引き起こし 13–16)，表層の関節軟骨に加わるメカニカルストレスが

変化するとされている 12)．この軟骨下骨の機能やメカニカルストレスに

対する応答には，破骨細胞と骨芽細胞による骨リモデリングが関与して

いる．軟骨下骨において破骨細胞と骨芽細胞は骨髄腔に存在する．これ

までに，OA 進行過程において発症初期に破骨細胞の活性化が生じ，疾

患進行に伴い骨芽細胞による骨形成が生じるとされているが 17)，軟骨下

骨におけるメカノレスポンス機構は未解明である． 

これら関節軟骨と軟骨下骨のメカニカルストレスに対する応答は

個々で生じるが，関節軟骨と軟骨下骨の境界は骨・軟骨組織が協調的か

つ相乗的に作用する関節機能と障害の中心となる領域であり 17,18)，骨軟

骨領域の変化には，軟骨変性や軟骨欠損，軟骨下骨の厚さの増加，骨梁

構造の変化，骨髄病変などが挙げられ，関節軟骨・軟骨下骨の一方が変

化すると他方の特性と機能に影響することが明らかになっている (図

2)19)．従って，骨軟骨組織を一つの機能的ユニットとして捉え，メカニ

カルストレスに対する各組織がどのように応答するのかを評価していく

必要がある． 
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図 2．骨軟骨組織の変性・変化 

関節における骨軟骨組織の変性・変化．関節軟骨・軟骨下骨の一方が変
化すると他方に影響を与える．関節軟骨と軟骨下骨は一つの機能的ユニ
ットとして捉える必要がある．BioRender を用いて作成
(https://www.biorender.com/)． 
 

2.3. 関節疾患とメカニカルストレスの関係  

 関節の形成には正常なメカニカルストレスが必要とされており 20,21)，

変形性関節症をはじめとした関節疾患にはメカニカルストレスが大きく

関与している 22)．関節に加わるメカニカルストレスには，剪断力，圧縮

応力，伸張力，浄水圧などが挙げられ，これら複数のメカニカルストレ

スが常に加わっている 2)．また，歩行中に膝関節に加わる生理学的荷重

https://www.biorender.com/
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は 0.8〜6.3MPa，その際の歪みは 10%以内であるとされている 23)．こ

れまでの研究で，歩行などを通して関節に加わるメカニカルストレスは

関節軟骨の変性に対して強度依存的に作用するとされており，適度なメ

カニカルストレスは軟骨保護に作用し，過度なメカニカルストレスは軟

骨変性を引き起こすことが明らかとなっている 24,25)．一方で，脛骨に対

する軸方向のメカニカルストレスは骨形成を促進し，後肢懸垂などメカ

ニカルストレスの減少は骨体積の減少を招き，骨吸収を促進することが

明らかになっている 26,27)．これらメカニカルストレスに対する骨の応答

は Wolff の法則として知られている．関節における軟骨下骨も Wolff の

法則に従い，軟骨下骨は破骨細胞と骨芽細胞の作用によるリモデリング

によって適応することができる 1)． 

これらより軟骨と軟骨下骨は，ともにメカニカルストレスに対して応

答することで関節を形成，恒常性を維持しており，異常なメカニカルス

トレスは骨軟骨組織の恒常性の破綻を招くことが明らかになっている．

しかし，関節には常に剪断力や圧縮応力など複数種類のメカニカルスト

レスが加わっており 2)，メカニカルストレスの質が異なることは明確で

ある．これに対して，これまでの報告はメカニカルストレスの強度に着

目した報告に限られている．そのため，メカニカルストレスの強度だけ

でなく，その種類といった質の違いを考慮した検証が求められる． 
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2.4. 研究目的 

 これらより，関節疾患の発症・進行メカニズムにおいて，メカニカル

ストレスに対する骨軟骨組織のメカノレスポンス機構が関与することは

明らかである．しかし，メカニカルストレスの種類・質が骨軟骨組織を

如何にして変性させるのか，そのメカニズムは未解明である．現在，OA

などの関節疾患に対しては，外科的手術や軟骨再生を目指した治療法は

確立されはじめているものの，これらは発症要因を特定して解決するも

のではないため，根本的治療にはなり得ない．さらには，発症初期の段

階に対しては，疼痛緩和などの対症療法がスタンダードとなっており，

明確な疾患修飾療法は確立されていない．超高齢化社会の一途を辿る本

邦において，要介護の要因になる関節疾患の予防法確立は喫緊の課題と

なっており，リハビリテーション分野においても骨軟骨組織の変性を予

防する方略の確立が求められている．そこで本研究では以下の研究 1-5

を通して，メカニカルストレスの種類・質に着目し，骨軟骨組織を変性

させるメカノレスポンス機構の基盤解明を目的とした． 

研究 1；生体内のメカニカルストレスの増減を再現するモデル確立  

既存の動物モデルで生じる関節不安定性による剪断力増大に着目し，

関節不安定性を抑制する新規のモデルを確立し，剪断力が関節軟骨変性

に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした． 

 

研究 2；メカニカルストレスの異なるモデルの骨・軟骨変性の違い  

研究 1 で確立したモデルを用いて，生体内での剪断力と圧縮応力の増

減が異なるモデルの軟骨変性と軟骨下骨の構造変化を比較し，メカニカ

ルストレスの違いが軟骨と軟骨下骨に与える影響の違いを明らかにする

ことを目的とした． 
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研究 3；異なるモデルにおける部位特異的な軟骨下骨の変化の違い  

 研究 2 で用いたメカニカルストレスの異なるモデルの脛骨軟骨下骨の

領域毎の骨構造変化と半月板の変性を評価し，接触領域の変化や半月板

変性による脛骨関節面に対する圧縮応力の変化と軟骨下骨の骨構造変化

の関連解明を目的とした． 

 

研究 4；異なる関節における圧縮応力の減少が骨軟骨組織に与える影響  

研究 1-3 でみられた変化が膝関節特異的かつ週齢特異的なのかを検証

するため，発育期のマウスを対象に後肢懸垂による股関節への圧縮応力

の減少を再現し，荷重関節部の骨軟骨組織形成におけるメカニカルスト

レスの役割を明らかにすることを目的とした． 

 

研究 5；軟骨下骨の硬さが軟骨細胞メカノレスポンスに与える影響  

新規の培養基材を用いて軟骨下骨の硬さ変化を再現し，軟骨細胞を 3

次元培養する．異なる硬度のゲルに培養した軟骨細胞に対して剪断力を

付与することで軟骨下骨の硬さ変化が軟骨細胞のメカノレスポンスに与

える影響を明らかにすることを目的とした． 
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3. 研究 1；生体内のメカニカルストレスの増減を再現するモデル確立  

3.1. 目的  

 これまでに OA 動物モデルとして，膝前十字靭帯(Anterior cruciate 

ligament ; ACL)を切断する ACL 切断(ACL Transection ; ACL-T)モデ

ルに代表される関節周囲の靭帯を切断する動物モデルが用いられている．

中でも Glasson らが報告した内側半月板不安定化 (Destabilization of 

the Medial Meniscus ; DMM)モデルは 28)，再現性の高いモデルとして

多くの研究で用いられている．これら外科的 OA モデルの多くは靭帯を

切断することで生じる関節不安定性による剪断力の増大が関節に対して

異常なメカニカルストレスとして作用することで関節軟骨変性が生じる

ことが明らかになっている． 

半月板は関節の適合性を高め，関節の安定化に寄与することに加え，

関節の圧縮応力を分散する機能を有する 29)．また，膝 OA 患者において

脛骨の回旋異常が生じ，半月板の変性もあわせて生じている 30–34)ことか

ら半月板による関節の適合性が回旋不安定性を抑制し，膝 OA 患者の脛

骨回旋方向の不安定性には半月板の変性が寄与している可能性が高い．

そのため，内側半月板の機能不全が生じる DMM モデルでは関節の不安

定性による剪断力増大に加えて圧縮応力の増大が生じていると考えられ

る．よって，本研究では DMM モデルで生じる回旋方向の関節不安定性

を抑制する Controlled Abnormal Tibial Rotation (CATR)モデルを確立

し，関節不安定性の抑制による剪断力の軽減が，関節軟骨変性に及ぼす

影響を明らかにすることとした． 
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3.2. 方法  

3.2.1. 倫理的配慮  

本学研究倫理審査委員会の承認後（承認番号 29-13），動物実験基本計

画書ならびに実施計画書に従い研究を実施した．実験動物に対し，外科

的介入への疼痛軽減措置を実施した． 

 

3.2.2. 研究デザイン  

ICR 系雄性マウス 12 週齢 20 匹を対象とした．対象を DMM 群と

CATR群，INTACT群(DMM群の対側肢)の計 3群に割り当てた（図 3A）．

対象組織を左後肢の膝関節とし，モデル作製から 8・12 週間後に組織を

採取した．その後，関節不安定性の評価，半月板と関節軟骨の組織学的

解析を実施した． 

 

図 3．研究デザインと CATR モデルの作製方法 

(A)研究デザイン．(B)CATR モデルのシェーマ．(B-a,b)大腿骨と脛骨に
骨孔を作製．(B-c,d)ナイロン糸を貫通させループ状に緊縛した．  
 

3.2.3. 飼育方法  

マウスはポリカーボネート製ゲージの中で飼育した．水や飼料には自

由にアクセスできるようにした．飼育室の環境は室温 23±1℃，湿度

55±5%，12 時間サイクルで明暗とした． 

Week 0

Week 8

Week 12

Divided among 2 groups and INTACT
(total of 20 animals, 30 limbs)

INTACT
Contralateral hind 
limbs of the DMM

Group DMM
Rotational joint 

instability

Group CATR
Controlled rotational 

joint instability

Joint instability analysis (Tibial rotational test)
Histological analysis

Immunohistochemical analysis

At each time point n = 10, 15  limbs (INTACT, DMM, CATR)

A B

Frontal viewSagittal view

dba c

Femur bone tunnel
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3.2.4. 実験モデル作製  

 浅麻酔はイソフルラン（イソフルラン吸入麻酔薬「ファイザー」

1ml/1ml；ファイザー株式会社，東京，日本）を充満させたプラスティッ

ク容器内での吸入麻酔を実施した．その後，深麻酔として三種混合麻酔

薬を皮下に投与した後に，外科的介入を行なった．外科的介入後，メデ

トミジン拮抗薬（アンチセダン；大塚製薬社，東京，日本）を生理食塩

水（株式会社大塚製薬工業，東京，日本）で希釈後，用量 0.1ml/10g を

皮下注射した． 

 DMM モデルは先行研究の方法に則り作製した 28)．膝関節前面を縦切

開し，膝蓋腱内側から関節包内に侵入させた剪刀を用いて内側の脛骨半

月靭帯を切断した．脛骨半月靭帯切断後，切開した関節包，皮膚を縫合

糸で閉創した．CATR モデルは半月板不安定化による回旋方向の不安定

性を抑制するために 25G の注射針（Terumo Co，Ltd，JPN）を用いて

大腿骨遠位と脛骨近位に骨孔を作製し，骨孔に 4-0ナイロン糸（Akiyama 

Co，Ltd，JPN）を貫通させ，ループ状に緊縛した．DMM 群に関しても

外科的介入の差による影響を少なくするために骨孔を作製し，ナイロン

糸によるループを緩くかけた（図 3B）． 

 

3.2.5. 組織採取  

モデル作製から 8・12週時点でマウスを頸椎脱臼法にて安楽死させた．

その後，対象となる左後肢を採取した．採取後，関節不安定性の解析を

実施し，4%Paraformaldehyde リン酸緩衝液にて 48 時間固定，10%エ

チレンジアミン四酢酸溶液にて 3 週間脱灰処理を実施し，パラフィン置

換によってパラフィンブロックを作成した． 
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3.2.6. 関節不安定性の評価  

DMM モデルで生じる回旋方向の関節不安定性の評価として，側方牽

引装置(図 4A)と，軟 X 線装置 M-60（Softex Co，Ltd，JPN）を用いて

撮影した．撮影手順として，対象肢を採取，大腿骨頭を切断，大腿骨近

位 1/2 の大腿四頭筋，ハムストリングスをトリミングした後，側方牽引

装置に膝関節 90°屈曲位で固定し，定性ばね（Sanko spring Co，Ltd，

JPN）を用いて 0.05kgf の力で脛骨を内側に牽引した状態を維持し膝関

節の上方から大腿骨の長軸に対して垂直に撮影した．その後，外側に牽

引した状態でも撮影した．撮影条件は電圧 30kV，電流 1.5mA，露光時

間 1 秒とし，画像はデジタル画像センサーNAOMI（RF Co，Ltd，JPN）

によってデジタル化した．回旋方向の関節不安定性は，牽引時に脛骨骨

幹部に 25G の注射針（Terumo Co，Ltd，JPN）を貫通させ基準とし，

内外側から牽引した際の注射針のなす角度の角度変化を脛骨の回旋角度

変化量として定義し，画像処理ソフトウェア Image J（U.S. National 

Institutes of Health，MD，USA）で定量化した(図 4B)． 

 

3.2.7. 関節軟骨・半月板の組織学的解析  

3.2.7.1. 組織標本作製  

採取した膝関節から作成したパラフィンブロックをミクロトーム

ROM380（Yamato Kohki Industrial Co，Ltd，JPN）にて矢状断切片（6

μm）を作成した． 
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3.2.7.2. 一般染色  

関節軟骨変性を評価するために一般的に用いられる Safranin O Fast 

Green 染色を行った．染色した切片はオールインワン蛍光顕微鏡  BZ-

X700（KEYENCE CO, JPN）を用いて撮影し，Osteoarthritis research 

society international（OARSI）によって推奨されている関節軟骨変性

（OARSI）スコア 35)に基づいて解析を実施した．半月板変性は Kwok ら

の報告 36)をもとに，スコアリングによる半月板変性の重症度を評価した．

半月板のスコアリングは，Safranin O Fast Green 染色にて前節と後節

の半月板を評価するものであり，半月板の表面構造，染色性，細胞性を

評価し，半月板変性の重症度を Grade 0 から Grade 4 の 5 段階で分類す

る評価方法である．スコアリングはランダム化した組織像を 2 名の共同

研究者が独立して採点し，2 名の評価者のスコアの平均値をスコアとし

た． 

 

3.2.7.3. 免疫組織化学染色  

軟骨変性に関与する炎症性因子である tumor necrosis factor-α（TNF-

α）と軟骨変性因子である matrix metalloproteinase-13（MMP-13）の

局在性と発現を評価するため，VECTASTAIN Elite ABC Rabbit IgG Kit

（Vector Laboratories）のプロトコルに基づいて，Avidin-Biotinylated 

enzyme Complex 法を用いて免疫組織化学染色を実施した．組織切片に

対してキシレン，エタノールを用いて脱パラフィン処理を行い，

Proteinase K（Worthington Biochemical）にて抗原賦活化処理を行っ

た．その後，内因性ペルオキシターゼ活性を抑制するために 0.3%過酸化

水素（FUJIFILM Wako）を含むメタノールに 30 分間浸漬させた．正常

動物血清（Vector Laboratories，USA）を用いてブロッキングを行った
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後，一次抗体を Rabbit Anti-TNF-αantibody（希釈濃度 1/300 ; bs-

2081R; Bioss）と，Rabbit Anti-MMP 13 antibody（希釈濃度 1/300 ; bs-

0575R; Bioss）とし 4℃にて一晩反応させた．翌日二次抗体には Anti-

Rabbit IgG Biotinylated Antibody（Vector Laboratories）を用いた．増

感反応には，VECTASTAIN ABC Rabbit IgG Kit（Vector Laboratories）

を使用した．発色にはヒストファイン DAB 基質キット(株式会社ニチレ

イバイオサイエンス，JPN)を用いた．発色後にティシュー・テック マ

イヤーヘマトキシリンにて対比染色を行った．解析は，ランダムに選択

された関節軟骨領域 10000（100×100）μm2 における陽性細胞率を算

出した． 

 

3.2.8. 統計解析  

全てのデータに対し Shapiro-Wilk検定による正規性の検証を行った．

OARSI スコアと半月板変性スコア，TNF-αと MMP-13 の陽性細胞率の

比較に対しては，Kruskal-Wallis 検定を使用した．その後，多重比較と

して Steel-Dwass 法を用いた．関節不安定性の比較に対しては，一元配

置分散分析を使用した．その後，多重比較として Tukey-Kramer 法を用

いた．統計解析には，統計解析ソフト R version3.6.1（The R Foundation 

for Statistical Computing，Vienna，Austria）を使用した．有意水準を

5%とした． 
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3.3. 結果  

3.3.1. 関節不安定性の解析結果  

関節不安定性の解析結果を図 4 に示した．8 週時点において，DMM 群

の関節不安定性は他の群と比較して有意に増大していた（DMM vs. 

INTACT, p =.001; DMM vs. CATR, p = .011）．12 週時点では有意差は

認めないものの，DMM 群の関節不安定性が増大する傾向を示した． 

 

 

図 4．関節不安定性の解析結果 

(A)側方牽引試験．(B)側方牽引時の撮影図．図の赤線の角度を測定し，
回旋角度を算出した．(C)関節不安定性の解析結果．8 週・12 週時点で
共に DMM 群の関節不安定性が増加し，CATR 群では関節不安定性が
抑制された．データは平均値±95%CI で示す． 
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3.3.2. 関節軟骨変性の比較  

関節軟骨の染色像と OARSI スコアによる解析結果を図 5 に示した．

DMM 群では 8 週時点で軟骨表層の変性が確認されたが，CATR 群では

染色性の低下や構造変化はみられなかった．OARSI スコアによる比較で

は，8 週時点において，DMM 群の OARSI スコアが他の群と比較して有

意に高値を示した（DMM vs. INTACT, p =.038; DMM vs. CATR, p 

= .034）．12 週時点では DMM 群の OARSI スコアが INTACT 群と比較

して有意に高値を示した（DMM vs. INTACT, p =.023）が，CATR 群は

DMM 群の OARSI スコアよりも低値を示し，INTACT 群と有意差は認

めなかった． 
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図 5．関節軟骨変性の解析結果 

(A)各群の代表的な染色画像．DMM 群では関節軟骨変性が顕著に確認
された．(B)OARSI スコアによる解析結果．8 週，12 週時点で共に
DMM 群の OARSI スコアが最も高値を示し，CATR 群の OARSI スコ
アは DMM 群と比較して低値であった．データは中央値[四分位範囲]で
示す． 
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3.3.3. 半月板変性の比較  

半月板の染色像とスコアリングによる解析結果を図 6 に示した．8 週

時点において，DMM 群と CATR 群では半月板の構造変化や変性所見を

認めるものの，INTACT 群と比較して変性スコアに有意差はみられなか

った．12 週時点では DMM 群と CATR 群では半月板の構造変化や表層

の細胞凝集などの変性所見が増悪傾向であり，INTACT 群と比較して変

性スコアが有意に高値を示した（DMM vs. INTACT, p =.017; CATR vs. 

INTACT, p = .021）．また，8・12 週時点で DMM 群と CATR 群の半月

板変性スコアに有意差は認めなかった． 
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図 6．関節軟骨変性の解析結果 

(A)半月板の代表的な染色画像．DMM 群，CATR 群では半月板の染色
性や構造変化が確認された．(B)半月板変性スコアによる解析結果．8
週，12 週時点で共に DMM 群と CATR 群の変性スコアに差はみられな
かった．データは中央値[四分位範囲]で示す． 
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3.3.4. 関節軟骨異化因子の染色結果  

免疫組織化学染色による TNF-αと MMP-13 の染色像と，陽性細胞率

による解析結果を図 7 に示した．8 週時点において，DMM 群の TNF-α

の陽性細胞率は他の群と比較して有意に高値を示した（DMM vs. 

INTACT, p =.024; DMM vs. CATR, p = .024）．一方で， DMM 群と

CATR 群の MMP-13 の陽性細胞率が INTACT 群と比較して有意に高値

を示した（DMM vs. INTACT, p =.024; CATR vs. INTACT, p = .024）．

また，12 週時点で DMM 群の TNF-αの陽性細胞率は他の群と比較して

有意に高値を示し（DMM vs. INTACT, p =.024; DMM vs. CATR, p 

= .024），CATR 群の TNF-αの陽性細胞率は INTACT 群と比較して有意

に高値を示した（CATR vs. INTACT, p = .043）．そして 12 週時点にお

ける MMP-13 の陽性細胞率は DMM 群が他の群と比較して有意に高値

を示した（DMM vs. INTACT, p =.024; DMM vs. CATR, p = .024）． 
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図 7．免疫組織化学染色の解析結果 

(A)TNF-αの代表的な染色画像．(B) TNF-α陽性細胞率の解析結果．8
週，12 週時点共に DMM 群の陽性細胞率が高値を示した．(C)MMP-13
の代表的な染色画像．(D) MMP-13 陽性細胞率の解析結果．8 週，12
週時点共に DMM 群の陽性細胞率が高値を示した．データは中央値[四
分位範囲]で示す． 
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3.4. 考察  

本研究は，内側半月板の機能不全が生じる DMM モデルの関節不安定

性を抑制する CATR モデルを確立し，関節不安定性による剪断力が関節

軟骨変性に及ぼす影響を検証した．関節不安定性の解析結果は，CATR

モデルが DMMモデルで生じる関節不安定性を抑制できていることを示

し，剪断力を軽減したモデルとして確立されたことを示唆している． 

CATR 群の OARSI スコアは，DMM 群と比較して低値を示した．関節

軟骨変性は関節不安定性の大きさに依存することが明らかになっている

37)．さらにラット ACL-T モデルにおいて，前後方向の関節不安定性を抑

制すると軟骨変性が抑制することが報告されている 38,39)．これらより，

ACL-T モデルの前後方向の関節不安定性に加えて，回旋方向の関節不安

定性も関節軟骨変性を引き起こす要因であることを示した．しかし，12

週時点では DMM群と CATR群の OARSI スコアに有意差はみられなか

ったことから，関節不安定性の抑制による関節への剪断力の軽減は軟骨

変性を完全に予防することはできないことを示唆している． 

TNF-αの発現は軟骨細胞の異化作用を促進し，軟骨細胞の恒常性を乱

す．TNF-αは OA において重要な炎症性サイトカインであり，MMP-13

をはじめとしたタンパク質分解酵素の産生を誘導する 40–42)．また，軟骨

細胞に対して過度の剪断力を加えると TNF-αや MMP-13 などの異化因

子の発現が増加することが明らかとなっている 43)．本研究では，関節不

安定性が増大した DMM群では関節軟骨における TNF-αや MMP-13 の

発現が増加し，軟骨変性が確認された．一方で，関節不安定性を抑制し

た CATR 群では TNF-αや MMP-13 の発現が DMM 群と比較して低値

を示し，軟骨変性が抑制されていた．これらの結果から，関節不安定性

による剪断力の増大が軟骨異化因子の発現を誘導し，DMM 群における



25  

軟骨変性を引き起こした可能性を示唆しており，関節不安定性の抑制は

関節軟骨における軟骨異化因子の発現を抑制することを示している． 

一方で，半月板の変性は DMM 群と CATR 群で同程度認められ，半月

板変性スコアに有意差はみられなかった．半月板の組織重量の 70%は水

分であり，残りは細胞外マトリックスと細胞によって構成され，コラー

ゲンとグリコサミノグリカンが多くを占めており，関節軟骨と類似した

組成を持つ 44,45)．半月板の主な機能は関節の適合性を高め，圧縮応力を

分散させることである．本研究結果では，8 週，12 週時点の DMM 群，

CATR 群ともに半月板の構造変化を伴う染色性の低下を認めた．したが

って，DMM 群，CATR 群ともに半月板の機能不全による圧縮応力の増

大が生じていることが推察される． 

これらの結果をまとめると，半月板の変性は DMM 群と CATR 群の両

群で確認されたが，軟骨変性は DMM 群でより重度であった．これらか

ら，DMM 群における軟骨変性は剪断力増大が強く関与することが明ら

かとなった．さらに，DMM 群と同程度の半月板変性を CATR 群で認め

たことから，CATRモデルは DMMモデルで生じる剪断力を軽減するが，

半月板機能不全による圧縮応力増大が残存するモデルとして確立された． 

本研究の限界として関節不安定性による剪断力の増大に焦点を当て

たが，関節不安定性は，静的不安定性のみの解析であった．したがって，

歩行など動的環境下での関節不安定性を評価する必要性がある．さらに，

本研究では，関節軟骨の変性にのみ着目した．関節疾患は，軟骨だけな

く軟骨下骨をはじめとした関節全体の疾患であり，特に関節軟骨と軟骨

下骨は機能的ユニットとして作用し，生物学的相互作用を有することか

ら今後は関節軟骨に加え，軟骨下骨の変化も解析していく必要がある． 
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4. 研究 2；メカニカルストレスの異なるモデルの骨・軟骨変性の違い  

4.1. 目的  

関節軟骨変性や軟骨下骨の変化にはメカニカルストレスが強く関与

することは明らかである．膝関節に加わるメカニカルストレスには剪断

力や圧縮応力など複数の種類がある 2)．研究 1 では DMM モデルで生じ

る剪断力と圧縮応力に着目し，剪断力を軽減する CATR を確立し，CATR

モデルは DMM モデルの軟骨変性を抑制することを明らかにした(発表

論文 1)．我々はこれまでに ACL-T モデルで生じる関節不安定性の抑制

は軟骨変性を抑制することを明らかにした 46)．これらの成果から，関節

軟骨変性には関節不安定性による剪断力の増大が関与することは明らか

であるが，圧縮応力が如何に骨関節組織の変性に寄与するかは未解明で

ある． 

 そこで，本研究では ACL と半月板の機能の違いに着目した．ACL は

膝関節に対して加わる前後方向の剪断力に対し最も抵抗する組織である．

そのため，ACL 切断は膝関節に対して前後方向の剪断力が増大させる．

一方，半月板は関節の安定化と圧縮応力の分散を担うため，半月板の機

能不全は関節不安定性による剪断力と圧縮応力が増大する．これらから，

OA 動物モデルである ACL-T モデルでは剪断力の増大し，DMM モデル 

では剪断力に加え，圧縮応力の増大が生じることが考えられる．この点

に着目し，CATR モデルと同様に，ACL-T モデルで生じる前後方向の関

節不安定性を抑制する Controlled Abnormal Tibial Translation (CATT)

モデルを確立し，生体内での剪断力と圧縮応力の増減を再現した． 

これらから本研究の目的は，生体内でのメカニカルストレスの違いを

再現したモデル間の比較から剪断力と圧縮応力が骨軟骨組織のメカノレ

スポンス機構に与える影響を明らかにすることとした． 
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4.2. 方法  

4.2.1. 倫理的配慮  

本学研究倫理審査委員会の承認後（承認番号 2020-1），動物実験基本

計画書ならびに実施計画書に従い研究を実施した．実験動物に対し，外

科的介入への疼痛軽減措置を実施した． 

 

4.2.2. 研究デザイン  

ICR 系雄性マウス 12 週齢 59 匹を対象とした．生体内での剪断力と圧

縮応力の増減を再現するために，ACL を切断し前後方向の関節不安定性

による剪断力が増大する ACL-T 群，ACL-T モデルに対して関節不安定

性を抑制する CATT 群，半月板機能不全による関節不安定性と圧縮応力

増大が生じる DMM 群，DMM モデルに生じる脛骨回旋方向の関節不安

定性を抑制する CATR 群，Sham 群の計 5 群に割り当てた．対象組織を

左後肢の膝関節とし，モデル作製から 4・6 週間後に組織を採取した．そ

の後，関節不安定性の評価，組織学的解析，マイクロ CT による骨形態

学的解析を実施した． 

 

4.2.3. 飼育方法  

マウスはポリカーボネート製ゲージの中で飼育した．水や飼料には自

由にアクセスできるようにした．飼育室の環境は室温 23±1℃，湿度

55±5%，12 時間サイクルで明暗とした． 

 

4.2.4. 実験モデル作製  

浅麻酔はイソフルラン（イソフルラン吸入麻酔薬「ファイザー」

1ml/1ml；ファイザー株式会社，東京，日本）を充満させたプラスティッ
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ク容器内での吸入麻酔を実施した．その後，深麻酔として三種混合麻酔

薬を皮下に投与した後に，外科的介入を行なった．外科的介入後，メデ

トミジン拮抗薬（アンチセダン；大塚製薬社，東京，日本）を生理食塩

水（株式会社大塚製薬工業，東京，日本）で希釈後，用量 0.1ml/10g を

皮下注射した． 

三種混合麻酔薬は塩酸メデトミジン（ドミトール 0.75mg/kg；日本全

薬工業株式会社，福島，日本）とミダゾラム（ドルミカム 4mg/kg；サン

ド株式会社，東京，日本）と酒石酸ブトルファール（ベトルファール

5mg/kg；Meiji Seika ファルマ株式会社，東京，日本）と生理食塩水を

混合させることで作製した． 

外科的介入法について，ACL-T モデル・DMM モデルは先行研究の

方法に則り実施した 28)．ACL-T モデルは左膝関節前面を縦切開し，膝

蓋腱内側から関節包内に侵入させた剪刀を用いて ACL を切断した．そ

の後，関節包と皮膚を縫合糸で閉創した．DMM モデルに関して，膝関

節前面を縦切開し，膝蓋腱内側から関節包内に侵入させた剪刀を用いて

内側の脛骨半月靭帯を切断した．その後，内側半月板の不安定化を確認

し，関節包と皮膚を縫合糸で閉創した．CATT・CATR モデルに関し

て，ACL-T・DMM モデルを作製し関節包を縫合後，25G の注射針

（Terumo Co，Ltd，JPN）を用いて大腿骨遠位と脛骨近位に骨孔を作

製した（図 8-A,a）．その後，骨孔に 4-0 ナイロン糸（Akiyama Co，

Ltd，JPN）を貫通させ（図 8-A,a），ループ状に緊縛（図 8-A,b）し

た．CATT モデルは ACL 切断による関節不安定性を抑制するため，ナ

イロン糸が ACL の走行に沿う形で骨孔を作製し，CATR モデルでは半

月板不安定化による膝関節回旋方向の不安定性を抑制するため，骨孔の

位置をより垂直になるように作製した（図 8-B）．ACL-T・DMM モデ
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ルでは同様に骨孔を作製した後，ナイロン糸を緩く結んだ．Sham 群に

おいては関節包の切開までを行い同様の手順で骨孔を作製し，ナイロン

糸を緩く結んだ． 

 

 
図 8．CATT・CATR モデルの作製方法 

CATT・CATR モデルの作製方法．(A-a)大腿骨と脛骨に骨孔を作製．
(A-b)ナイロン糸を貫通させループ状に緊縛した．(B)CATT モデルは
ACL の走行に沿う形で骨孔を作製し，CATR モデルでは骨孔の位置を
より垂直になるように作製した． 
 

4.2.5. 組織採取  

モデル作製から 4・6週時点でマウスを頸椎脱臼法にて安楽死させた．

その後，対象となる左後肢を採取した．採取後，関節不安定性の解析を

実施し，4%Paraformaldehyde リン酸緩衝液にて 48 時間固定，マイク

ロ CT での骨形態計測までディープフリーザー（-80℃）内で保管した．

マイクロ CT での計測後，10%エチレンジアミン四酢酸溶液にて 3 週間

脱灰処理を実施し，パラフィン置換によってパラフィンブロックを作成

した． 

 

4.2.6. 関節不安定性の評価  

本研究では関節不安定性を剪断力として定義した．モデル間での関節

不安定性の大きさを比較し，剪断力の増減を評価した． 

CATR modelCATT model

Tibia

FemurFemur

Tibia

a b
A B

Bone tunnel

Nylon thread

Bone tunnel

Bone tunnel

Nylon thread

Bone tunnel
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4.2.6.1. 前後方向の関節不安定性の解析  

脛骨前方引き出し装置と，軟 X 線装置 M-60（Softex Co，Ltd，JPN）

を用いて膝関節側面像を撮影した．撮影手順として，対象肢を採取し，

大腿骨頭を切断，大腿骨近位 1/2 の大腿四頭筋，ハムストリングスをト

リミングした後，脛骨前方引き出し装置に膝関節 90°屈曲位で固定し，

前方へ牽引しない状態で撮影した．その後，定性ばね（Sanko spring Co，

Ltd，JPN）を用いて 0.05kgf の力で脛骨近位部を前方に牽引した状態で

も撮影した．撮影条件は電圧 30kV，電流 1.5mA，露光時間 1 秒とし，

画像はデジタル画像センサーNAOMI（RF Co，Ltd，JPN）によってデ

ジタル化した．前後方向の関節不安定性は牽引していない状態から，牽

引した際の脛骨の前方変位量として定義し，画像処理ソフトウェア

Image J（U.S. National Institutes of Health，MD，USA）で定量化し

た． 

 

4.2.6.2. 回旋方向の関節不安定性の解析  

研究 1 と同様の手順で回旋方向の関節不安定性の評価を実施した． 

 

4.2.7. 関節軟骨変性の組織学的解析  

4.2.7.1. 組織標本作製  

採取した膝関節から作成したパラフィンブロックをミクロトーム

ROM380（Yamato Kohki Industrial Co，Ltd，JPN）にて矢状断切片（6

μm）を作成した． 
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4.2.7.2. 一般染色  

関節軟骨変性を評価するために一般的に用いられる Safranin O Fast 

Green 染色を行った．染色した切片はオールインワン蛍光顕微鏡  BZ-

X700（KEYENCE CO, JPN）を用いて撮影し，研究 1 と同様に OARSI

スコア 35)に基づいて解析を実施した．スコアリングはランダム化した組

織像を 2 名の共同研究者が独立して採点し，2 名の評価者のスコアの平

均値をスコアとした． 

 

4.2.7.3. 免疫組織化学染色  

初期の軟骨変性の特徴とされている軟骨細胞の肥大化を評価するた

めに，肥大化軟骨細胞の特異的マーカーである Collagen type X の免疫

組織化学染色を実施した．染色方法は研究 1 と同様に Avidin-

Biotinylated enzyme Complex 法を用いて実施し，一次抗体を Rabbit 

Anti-Collagen X antibody（希釈濃度 1/300 ; ab58632 ; Abcam plc，JPN）

とし 4℃にて一晩反応させた．解析は，ランダムに選択された関節軟骨

領域 10000（100×100）μm2における陽性細胞率を算出した． 

 

4.2.8. マイクロ CT による解析  

4.2.8.1. 内側半月板の巨視的観察  

各モデルの内側半月板側方変位の評価として，マイクロ CT（Skyscan 

1272，Bruker，MA，USA）を用いて対象組織のスキャンを行い，透過

像を取得した．撮影条件は，X 線電圧 60kV，X 線電流 165μA，フィル

ターAI 0.25mm，角度ピッチ 0.7°，平均化処理回数 2 回とし，ピクセ

ルサイズ 6μm で撮影した．その後 NRecon（Bruker，MA，USA）を

用いて再構成を行い，再構成画像から内側半月板を巨視的に観察した． 
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4.2.8.2. マイクロ CT による骨構造変化の解析  

軟骨下骨の骨形態学的解析のため，再構成した断面像に対して，画像

解析ソフトウェア CTAn（Bruker，MA，USA）を用いて骨体積比（Bone 

volume / Tissue volume；BV/TV，%）を算出した．解析領域に関して，

BV/TV は，水平面の断面像より内側脛骨の軟骨下骨に直径 1.2mm の正

円を指定し，指定したスライドから 40 スライドを関心領域として指定

した 

 

4.2.9. 軟骨下骨の組織学的解析  

4.2.9.1. Tartrate resistant acid phosphatase（TRAP）染色 

TRAP 染色キット（Wako CO，Ltd，JPN）のプロトコルに従って TRAP

染色を行った．解析は，軟骨下骨骨髄領域において骨髄の骨表面におけ

る TRAP 染色陽性細胞で表される破骨細胞面（Osteoclast surface / Bone 

surface；Oc.S/BS，%）を算出した． 

 

4.2.9.2. 免疫組織化学染色  

軟骨下骨領域における骨芽細胞の活性を評価するために 骨芽細胞

のマーカータンパク質である Osterix の免疫組織化学染色を vidin-

Biotinylated enzyme Complex 法を用いて実施した．一次抗体を Rabbit 

Osterix polyclonal antibody（希釈濃度 1/250；bs-1110R；Bioss，USA）

とし 4℃にて一晩反応させた．解析は，ランダムに選択された 2 箇所の

軟骨下骨骨髄領域 2500（50×50）μm2 における陽性細胞率を算出し，

その平均値を解析に用いた． 
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4.2.10. 統計解析  

全てのデータに対し Shapiro-Wilk検定による正規性の検証を行った．

関節不安定性の評価，OARSI スコアによる比較に対しては，Kruskal-

Wallis 検定を使用した．その後，多重比較として Steel-Dwass 法を用い

た．Collagen type X の陽性細胞率の比較，軟骨下骨に対する BV/TV，

の比較，TRAP 染色による破骨細胞面の比較，Osterix 陽性細胞率の比

較に対しては，一元配置分散分析を使用した．その後，多重比較として

Tukey-Kramer 法を用いた． 

統計解析には，統計解析ソフト R version3.6.1（The R Foundation 

for Statistical Computing，Vienna，Austria）を使用した．有意水準を

5%とした． 
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4.3. 結果  

4.3.1. 関節不安定性の解析結果  

4.3.1.1. 前後方向の関節不安定性の解析結果  

前方引き出し試験の解析結果を図 9 に示した．4週時点において，ACL-

T 群の関節不安定性は他の群と比較して有意に増大した（ACL-T vs. 

Sham, p =.031; ACL-T vs. CATT, p = .032; ACL-T vs. DMM, p = .031; 

ACL-T vs. CATR, p = .031）．CATT 群は ACL-T 群の関節不安定性を抑

制したものの，他の群と比較して関節不安定性が有意に増大していた

（CATT vs. Sham, p =.032; CATT vs. DMM, p = .032; CATT vs. CATR, 

p = .032）．6 週時点でも同様に ACL-T 群の関節不安定性は他の群と比

較して有意に増大し，CATT 群は ACL-T 群の関節不安定性を抑制した

（ACL-T vs. Sham, p =.047; ACL-T vs. CATT, p = .032; ACL-T vs. 

DMM, p = .032; ACL-T vs. CATR, p = .032）． 
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図 9．前方引き出し試験による関節不安定性の評価 

(A) 各群の前方引き出し時の撮影像． (B) 脛骨前方変位量の解析結
果．ACL-T 群の前後方向の関節不安定性が他の群と比較して高値を示
した．データは中央値[四分位範囲]で示す． 
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4.3.1.2. 回旋不安定性の解析結果  

側方牽引装置による回旋方向の関節不安定性の解析結果を図 10 に示

した．4 週時点では DMM 群の関節不安定性が ACL-T 群，CATT 群，

CATR 群と比較して有意に増大し，CATR 群は DMM 群の関節不安定性

を抑制した（DMM vs. ACL-T, p =.032; DMM vs. CATT, p = .032; DMM 

vs. CATR, p = .032）．6 週時点でも同様に DMM 群の関節不安定性が増

大し，ACL-T 群，CATR 群と比較して有意に関節不安定性が増大した

（DMM vs. ACL-T, p =.032; DMM vs. CATR, p = .032）． 

 

図 10．側方牽引試験による関節不安定性の評価 

(A) 各群の側方牽引時の撮影像． (B) 回旋角度変化量の解析結果．
DMM 群の回旋方向の関節不安定性が他の群と比較して高値を示した．
データは中央値[四分位範囲]で示す． 
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4.3.2. マイクロ CT による巨視的観察結果  

マイクロ CT の 3D 再構成画像による巨視的観察像を図 11 に示した．

内側半月板の位置を観察した結果，DMM 群と CATR 群では内側半月板

の側方逸脱が全てのサンプルで観察された．しかし，他の群では全ての

サンプルで内側半月板の側方逸脱はみられなかった． 

 

図 11．マイクロ CT による巨視的観察像 

各群の 3D 再構成画像．DMM 群，CATR 群では内側半月板の側方逸脱
が観察され(赤矢頭)，他の群では観察されなかった(白矢頭)． 
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4.3.3. 軟骨下骨骨構造変化の解析結果  

軟骨下骨の骨構造解析結果を図 12 に示した．BV/TV の結果について，

4 週時点における DMM 群の BV/TV が CATT 群と比較して有意に高値

を示した（DMM vs. CATT, p =.043）．また，有意差は認めないが ACL-

T 群と CATT 群の BV/TV は Sham 群と比較して低値を示し，DMM 群

の BV/TV は Sham 群と比較して高値を示した．また，6 週時点での

BV/TV は DMM 群，CATR 群が ACL-T 群，CATT 群と比較して有意に

高値を示し(DMM vs. ACL-T, p =.002; DMM vs. CATT, p = .014; CATR 

vs. ACL-T, p = .006; CATR vs. CATT, p = .048），有意差は認めないが

ACL-T群と CATT群の BV/TV は Sham群と比較して低値を示し，DMM

群と CATR 群の BV/TV は Sham 群と比較して高値を示した． 

 

 
図 12．軟骨下骨の骨構造解析結果 

マイクロ CT による軟骨下骨の骨構造解析結果．4 週時点で DMM 群の
BV/TV が CATT 群と比較して高値を示した．6 週時点では DMM 群と
CATR 群の BV/TV が ACL-T 群と CATT 群と比較して高値を示した．
データは平均値±95%CI で示す． 
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4.3.4. 関節軟骨変性の組織学的解析結果  

Safranin O Fast Green 染色による染色像と OARSI スコアによる軟

骨変性の解析結果を図 13 に示した．ACL-T 群では 4・6 週ともに表層

の線維化や不整が確認されたが，各モデル間で OARSI スコアに有意差

はみられなかった． 

 
図 13．関節軟骨変性の解析結果 

(A)4 週時点の染色像と OARSI スコア．ACL-T 群では表層の関節軟骨
変性が確認されたが，OARSI スコアに有意差はみられなかった．(B)6
週時点の染色像と OARSI スコア．4 週時点と同様に ACL-T 群では表
層の関節軟骨変性が確認されたが，OARSI スコアに有意差はみられな
かった．データは中央値[四分位範囲]で示す．  
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関節軟骨における Collagen type X の染色像と解析結果を図 14 に示

した．4 週時点で，ACL-T 群，DMM 群の Collagen type X 陽性細胞率

が Sham 群比較して有意に高値を示した（ACL-T vs. Sham, p <.001; 

DMM vs. Sham, p = .002）．6 週時点でも同様に ACL-T 群，DMM 群の

Collagen type X 陽性細胞率が Sham 群比較して有意に高値を示した

（ACL-T vs. Sham, p =.002; DMM vs. Sham, p = .022）．また，CATT

群と CATR 群の Collagen type X 陽性細胞率は ACL-T 群と DMM 群と

比較して低値を示し，Sham 群と同程度であった． 

 

図 14．Collagen type X 免疫組織化学染色の解析結果 
(A)各時点の代表的な染色像． (B) Collagen type X 陽性細胞率の解析
結果．4 週，6 週ともに ACL-T 群と DMM 群の陽性細胞率が Sham 群
と比較して高値を示した．データは平均値±95%CI で示す．  
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4.3.5. 軟骨下骨の組織学的解析結果  

TRAP 染色による軟骨下骨骨髄領域における Oc.S/BS の解析結果を図

15 に示した．4 週時点における ACL-T 群の Oc.S/BS は他の 4 群と比較

して有意に高値を示した(ACL-T vs. Sham, p <.001; ACL-T vs. CATT, p 

= .015; ACL-T vs. DMM, p = .001; ACL-T vs. CATR, p = .001）．6 週時

点では各群の Oc.S/BS に有意差は認めなかった． 

 

 

図 15．TRAP 染色の解析結果 

(A)各時点の TRAP 染色像． (B) 各時点の Oc.S/BS の解析結果．4 週
時点における ACL-T 群の Oc.S/BS が他の群と比較して高値を示した．
6 週時点では各群間に差はみられなかった．データは平均値±95%CI
で示す． 
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軟骨下骨における Osterix の染色像と解析結果を図 16 に示した．4 週

時点における Osterix 陽性細胞率に関して，DMM 群は Sham 群と比較

して有意に高値を示し(DMM vs. Sham, p =.004），CATR群は Sham群，

ACL-T 群と比較して有意に高値を示した (CATR vs. Sham, p =.001; 

DMM vs. ACL-T, p = .021)．6 週時点では各群の Osterix 陽性細胞率に

有意差は認めなかった． 

 

図 16．Osterix 免疫組織化学染色の解析結果 

(A)各時点の代表的な Osterix 染色像． (B) Osterix 陽性細胞率の解析
結果．4 週時点において DMM 群と CATR 群の陽性細胞率が Sham 群
と比較して高値を示した．6 週時点では各群間に差はみられなかった．
データは平均値±95%CI で示す． 
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4.4. 考察  

本研究では，ACL と半月板の機能の違いに着目し，生体内での剪断力

と圧縮応力の増減を再現したモデルの比較から，異なるメカニカルスト

レスが骨軟骨組織のメカノレスポンス機構に与える影響を検証した． 

関節不安定性の解析結果から，CATT 群は ACL-T 群で生じる関節不

安定性を抑制し，CATR群は DMM群で生じる関節不安定性を抑制した．

さらに，DMM 群と CATR 群では内側半月板の側方逸脱が確認され，研

究 1 において半月板変性も同程度認めた．これらの結果から，ACL-T 群

と DMM 群では関節不安定性による剪断力の増大が生じ，CATT 群，

CATR 群は剪断力を軽減させるモデルであること．そして DMM 群と

CATR 群では半月板機能不全による圧縮応力が増大するモデルであるこ

とが示唆された(図 17)． 

 

図 17．メカニカルストレスの異なるモデルの確立 

ACL と半月板の機能の違いに着目し，生体内でのメカニカルストレス
の異なるモデルを確立した． 
 
モデル間の関節軟骨変性の比較について，これまでに ACL-T モデル

は DMM 群と比較して関節不安定性が大きく，軟骨変性が急速に進行す

ることが報告されている 28,47)．本研究では外科的介入から 4・6 週時点
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で ACL-T 群のみ表層の関節軟骨変性が確認されたが，OARSI スコアに

よる比較では有意差を認めなかった．本研究では介入から早期の時点の

骨軟骨組織のメカノレスポンス機構を評価した．そのため，OARSI スコ

アに検出されるような重度の軟骨変性は確認されなかったことが考えら

れる．しかし，初期変性の特徴である軟骨細胞肥大化を Collagen type X

の免疫組織化学染色で評価した結果，剪断力が増大した ACL-T 群と

DMM 群の Collagen type X 陽性細胞率が Sham 群と比較して有意に増

加していた．一方で，剪断力を軽減させた CATT 群，CATR 群の Collagen 

type X 陽性細胞率は Sham 群と同程度であった．これらから，研究 1 の

結果と同様に，関節軟骨変性には剪断力の増大が強く関与することが示

唆された． 

軟骨下骨の変化は骨軟骨組織の変性に重要であり，軟骨下骨の異常な

リモデリングは OA の発症・進行に不可欠である 48,49)．これまでに，

ACL-T モデルでは軟骨下骨の骨喪失が生じることが明らかになってい

る 49)．一方で，DMM モデルでは早期に BV/TV が増大することが報告

されており 50)，モデル間でのコンセンサスが得られていない．興味深い

ことに，本研究では関節不安定性の抑制による剪断力の軽減は軟骨変性

に対して抑制的に作用したが，軟骨下骨には影響しなかった．具体的に，

軟骨下骨の骨構造変化は，ACL を切断した ACL-T 群と CATT 群，半月

板機能不全が生じる DMM 群と CATR 群で異なる変化が観察された．

ACL-T 群と CATT 群では BV/TV 低下が確認された．これまでに後肢懸

垂による荷重負荷の減少は BV/TV の減少を引き起こすことが明らかに

なっている 48)．関節不安定性の解析から，ACL-T 群に加え，CATT 群は

前後方向の関節不安定性が増大した．したがって，これらの群では ACL

切断による関節不安定性が生じ，接触領域が分散することで荷重による
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圧縮応力の減少を招き，Oc.S/BS の増加を伴う破骨細胞による骨吸収が

促進され，BV/TV の低下が生じたことが推察される．対照的に，DMM

群と CATR 群では BV/TV が増加した．これまでに，脛骨に対する軸方

向の圧縮負荷は BV/TV を増加させることが報告されている 51,52)．DMM

群，CATR 群では内側半月板の側方逸脱に加え，研究 1 では半月板の変

性も確認された．したがって，これらの群では半月板機能不全によって

関節面への圧縮応力増大が生じ，BV/TV の増加を引き起こした可能性が

考えられる．また，骨芽細胞前駆体の Osterix 陽性細胞率も DMM 群，

CATR 群で高値を示した．よって，関節面への圧縮応力の増大は，骨芽

細胞の分化を促進し，骨形成に寄与することが推察された． 

本研究結果をまとめると，関節不安定性の抑制による剪断力の軽減は，

軟骨細胞の肥大化を抑制することで軟骨変性を抑制することが示唆され

た．一方で，軟骨下骨の変化は ACL を切断したモデルと半月板機能不全

が生じるモデルで異なる変化を示した．異なる変化を示した要因に ACL

と半月板の機能の違いが考えられる．ACL の主な機能は膝関節に対する

剪断力に抵抗することであり，半月板の主な機能は膝関節への圧縮応力

の分散である．したがって，ACL の機能不全は剪断力の増大を引き起こ

し，半月板の機能不全は圧縮応力の増大を引き起こすことが推察される．

よって，軟骨下骨の異なる変化は関節に加わるメカニカルストレスの種

類の違いが引き起こす可能性が示唆された． 

本研究の限界として，メカニカルストレスの種類，強度を定量化でき

ていない点，変性初期の変化のみを解析している点が挙げられる．今後

の研究では，より長期のタイムポイントの検証を実施するとともに，in 

vitro および ex vivo の実験でストレスの質の定量，各ストレスに対する

骨軟骨組織のメカノレスポンスを評価していく必要がある． 
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5. 研究 3；異なるモデルにおける部位特異的な軟骨下骨の変化の違い  

5.1. 目的  

 一般に，膝 OA 進行過程における軟骨下骨の変化として，軟骨下骨の

異常なリモデリングによって初期に骨吸収が促進され，後期には骨形成

が生じることが報告されている．しかし，半月板機能不全モデルである

DMM モデルでは早期に軟骨下骨の骨体積比が増大するといった報告も

散見され 50)，未だコンセンサスは得られていない．この点に対して，我々

はメカニカルストレスの異なるモデルを用いて，脛骨内側領域における

早期の軟骨下骨のリモデリングの変化を解析した．その結果，メカニカ

ルストレスの種類が軟骨下骨に異なる影響を与え，関節不安定性による

剪断力の増大は骨吸収を促進し，圧縮応力の増大は骨形成を促進するこ

とが明らかとなった(発表論文 2)．しかし，研究 2 での解析は脛骨内側

領域全体の特徴である．これまでに膝関節の関節面において半月板で覆

われた領域と覆われていない領域では関節軟骨の機械的特性が異なるこ

とが示されている 53)．半月板は，圧縮応力の分散が主たる機能であり 54)，

半月板の機能不全は軟骨を通して軟骨下骨に伝わるメカニカルストレス

に影響を与え得る．よって，脛骨軟骨下骨の変化は半月板機能や，領域

毎に受けるメカニカルストレスによって異なるのではいかと仮説した．   

以上より，メカニカルストレスの異なるモデルにおける領域毎の脛骨

軟骨下骨の変化の違いを検証し，異なるメカニカルストレスに対する軟

骨下骨の更なるメカノレスポンス機構の解明を目的とした． 
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5.2. 方法  

5.2.1. 倫理的配慮  

本学研究倫理審査委員会の承認後（承認番号 2020-1），動物実験基本

計画書ならびに実施計画書に従い研究を実施した．実験動物に対し，外

科的介入への疼痛軽減措置を実施した． 

 

5.2.2. 研究デザイン  

ICR 系雄性マウス 12 週齢 40 匹を対象とした．対象を，ACL を切断

することで剪断力を増大させた ACL-T 群，ACL-T モデルの関節不安定

性を抑制することで剪断力を軽減させた CATT 群，半月板機能不全によ

る関節不安定性と圧縮応力増大が生じる DMM 群，DMM モデルの関節

不安定性を抑制することで剪断力のみを軽減させた CATR 群，Sham 群

の計 5 群に割り当てた（図 18）．対象組織を左後肢の膝関節とし，モデ

ル作製から 4 週及び 6 週時点でに膝関節を採取し，半月板の組織学的解

析，マイクロ CT による骨形態学的解析を実施した． 

 
図 18．研究デザイン 

対象を ACL-T 群，CATT 群，DMM 群，CATR 群，Sham 群の 5 群に
分類した．外科的介入から 4・6 週時点で組織を採取し，CT による骨
形態学的解析と組織学的解析を実施した． 
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5.2.3. 飼育方法  

マウスはポリカーボネート製ゲージの中で飼育した．水や飼料には自

由にアクセスできるようにした．飼育室の環境は室温 23±1℃，湿度

55±5%，12 時間サイクルで明暗とした． 

 

5.2.4. 実験モデル作製  

研究 2 と同様の手順で各モデルを作製した． 

 

5.2.5. 組織採取  

 モデル作製から 4・6週時点でマウスを頸椎脱臼法にて安楽死させた．

その後，対象となる左後肢を採取した．採取後，4%Paraformaldehyde

リン酸緩衝液にて 48 時間固定し，マイクロ CT での骨形態計測までデ

ィープフリーザー（-80℃）内で保管した．マイクロ CT での計測後，10%

エチレンジアミン四酢酸溶液にて 3 週間脱灰処理を実施し，パラフィン

置換によってパラフィンブロックを作成した． 

 

5.2.6. 半月板の組織学的解析  

5.2.6.1. 組織標本作製  

 対象のパラフィンブロックをミクロトーム ROM380（Yamato Kohki 

Industrial Co，Ltd，JPN）を用いて薄切し，矢状断切片（6μm）を作

成した． 

 

5.2.6.2. 半月板変性のスコアリング  

 半月板変性の重症度を評価するために，Safranin O Fast Green 染色

を行った．その後，オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700（KEYENCE CO, 
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JPN）を用いて切片を撮影し，Kwok らの報告 36)をもとに，スコアリン

グによる半月板変性の重症度を評価した．スコアリングはランダム化し

た組織像を 1 名の共同研究者が独立して採点を行った． 

 

5.2.7. 軟骨下骨の骨形態学的解析  

5.2.7.1. マイクロ CT による骨形態の計測  

 軟骨下骨の骨形態学的解析のため，マイクロ CT（Skyscan 1272，

Bruker，MA，USA）を用いて対象組織のスキャンを行い，透過像を取

得した．撮影条件は，X 線電圧 60kV，X 線電流 165μA，フィルターAI 

0.25mm，角度ピッチ 0.7°，平均化処理回数 2 回とし，ピクセルサイズ

6μm で撮影した．取得した透過像を再構成用のソフトウェア NRecon

（Bruker，MA，USA）を用いて再構成を行った． 

 

5.2.7.2. 再構成画像の巨視的観察   

 再構成画像から矢状面と前額面上の関節面画像を取得し，各群のコン

タクトエリア，半月板の側方逸脱の有無を評価した． 

 

5.2.7.3. 骨形態学的解析  

 軟骨下骨の骨形態学的解析として，再構成した断面像に対して，画像

解析ソフトウェア CTAn（Bruker，MA，USA）を用いて骨体積比（Bone 

volume/Tissue volume；BV/TV，%）を算出した． 

 解析領域に関して，BV/TV は，水平面の断面像より脛骨関節面を内外

側・前後方の 4 領域に分割し，各領域を前内側(Medial Anterior ; MA)

領域，後内側(Medial Posterior ; MP)領域，前外側(Lateral Anterior ; 

LA)領域，後外側 (Lateral Posterior ; LP)領域とした．各領域に直径
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0.7mm の正円を指定し，指定したスライドから 40 スライドを関心領域

として指定した(図 19）． 

 各領域の骨体積を算出後，同一モデル内での比較と，同一領域でのモ

デル間での比較を実施した． 

 

図 19．軟骨下骨の解析領域 

CATT・脛骨軟骨下骨の関心領域を前内側(medial anterior ; MA)領
域，後内側(medial posterior ; MP)領域，前外側(lateral anterior ; LA)
領域，後外側(lateral posterior ; LP)領域の 4 領域に設定した． 
 

5.2.8. 統計解析  

 全てのデータに対し Shapiro-Wilk検定による正規性の検証を行った．

半月板変性スコアの比較に対しては，Kruskal-Wallis 検定を使用した．

その後，多重比較として Steel-Dwass 法を用いた．骨体積比の比較に対

しては，一元配置分散分析を使用した．その後，多重比較として Tukey-

Kramer 法を用いた．統計解析には，統計解析ソフト  R version3.6.1

（The R Foundation for Statistical Computing，Vienna，Austria）を

使用した．有意水準を 5%とした． 
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5.3. 結果  

5.3.1. 半月板変性のスコアリングによる解析結果  

 半月板の染色像とスコアリングによる解析結果を図 20 に示した． 4・

6 週時点の前節・後節ともに Sham 群以外の全ての群で半月板の変性が

確認され，特に DMM 群，CATR 群では前節の半月板変性が顕著にみら

れた．しかし，各時点でのスコアリングに有意差はみられなかった． 

 

図 20．半月板変性のスコアリングによる比較 

(A) 4 週時点における各群の Safranin O Fast Green 染色像と，スコ
アリングの解析結果．前節・後節共にスコアリングに有意差はみられな
かった．(B) 6 週時点における各群の Safranin O Fast Green 染色像
と，スコアリングの解析結果．前節・後節共にスコアリングに有意差は
みられなかった．データは中央値[四分位範囲]で示す． 
 

5.3.2. マイクロ CT 再構成画像による巨視的観察結果  

 各群の再構成画像による矢状面および前額面の巨視的観察結果を図 6

に示した．矢状面上では，ACL-T 群の接触面積は他の群に比べ後方に変

位していた．前頭面では，接触面積に特徴的な差はみられなかったが，

DMM 群と CATR 群の内側半月板側方逸脱が認められた(図 21 白矢印)． 
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図 21．再構成画像による巨視的観察 

各群の再構成画像．矢状面画像では，ACL-T 群で接触領域の後方化が
確認された．前額面上では DMM 群，CATR 群で内側半月板の側方逸
脱が認められた． 
 

5.3.3. 同一モデルにおける領域間の骨体積比の解析結果  

 同一モデルの領域毎の骨体積比の解析結果を図 22 に示した．Sham 群

では 4 週時点では有意差はなく，6 週時点におい MP・LP 領域と比較し

て LA 領域が有意に低値を示した（LA vs. MP, p =.010; LA vs. LP, p 

= .009）． 

ACL-T 群では，4 週時点において MP 領域が MA・LA 領域と比較し

て有意に高値を示した(MP vs. MA, p = 0.002; MP vs. LA, p<0.001)．6

週時点では，MP 領域が LA 領域と比較して有意に高値を示した(MP vs. 

LA, p = 0.036)． 

CATT 群では，4 週時点において MP 領域が MA・LA 領域と比較して

有意に高値を示した(MP vs. MA, p = 0.008; MP vs. LA, p = 0.001)．6

週時点でも同様に MP 領域が MA・LA 領域と比較して有意に高値を示

した(MP vs. MA, p = 0.045; MP vs. LA, p = 0.003)． 

 

 

Sagittal

Coronal

Sham ACL-T CATT CATRDMM
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DMM 群では，4 週時点において MP 領域が他の領域と比較して有意

に高値を示した(MP vs. MA, p = 0.009; MP vs. LA, p < 0.001; MP vs. 

LP, p = 0.001)．6 週時点では MA・MP 領域が LA・LP の領域と比較し

て有意に高値を示し(MA vs. LA, p < 0.001; MA vs. LP, p < 0.001; MP 

vs. LA, p < 0.001; MP vs. LP, p < 0.001)，LA 領域が LP 領域と比較し

て有意に低値を示した(LA vs. LP, p = 0.005)． 

CATR 群では，4 週時点において MP 領域が LA・LP 領域と比較して

有意に高値を示し(MP vs. LA, p < 0.001; MP vs. LP, p = 0.014)，MA 領

域が LA 領域と比較して有意に高値を示した(MA vs. LA, p = 0.018)．6

週時点では，LA領域が MP領域と較して有意に低値を示した(LA vs. MP, 

p = 0.001) 

 

 

図 22．領域毎の軟骨下骨骨構造変化の比較 

各群における領域毎の BV/TV の解析結果．4 週時点において ACL-T
群，CATT 群では MP 領域が高値を示した．一方，DMM 群と CATR
群では MP 領域に加え，MA 領域も高値を示した．6 週時点においても
同様の傾向がみられた．データは平均値±95%CI で示す． 
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5.3.4. 同一領域におけるモデル間の骨体積比の解析結果  

同一領域におけるモデル間の骨体積比の解析結果を図 23 に示した．

MA 領域では 4 週時点において ACL-T 群は DMM 群と比較して有意に

低値を示し(ACL-T vs. DMM, p = 0.020)，CATT 群は Sham 群，DMM

群，CATR 群と比較して有意に低値を示した(CATT vs. Sham, p = 0.004; 

CATT vs. DMM, p < 0.001; CATT vs. CATR, p = 0.017)．6 週時点では，

DMM 群は Sham 群，ACL-T 群，CATT 群と比較して有意に高値を示し

(DMM vs. Sham, p < 0.001; DMM vs. ACL-T, p < 0.001; DMM vs. CATT, 

p < 0.001)，CATR 群は Sham 群，ACL-T 群と比較して有意に高値を示

した(CATR vs. Sham, p = 0.047; CATR vs. ACL-T, p = 0.022)． 

MP 領域では，4 週時点において DMM 群が CATT 群と比較して有意

に高値を示した(DMM vs. CATT, p = 0.003)．6 週時点では，各群間で有

意差はみられなかった． 

LA 領域では，4 週時点において CATT 群が Sham 群，DMM 群と比

較して有意に低値を示し(CATT vs. Sham, p = 0.010; CATT vs. DMM, p 

= 0.002)，CATR 群が Sham 群，DMM 群と比較して有意に低値を示し

た(CATR vs. Sham, p = 0.026; CATR vs. DMM, p = 0.006)．6 週時点で

は，各群間で有意差はみられなかった． 

LP 領域では，4 週時点において各群間での有意差はみられなかった．

6 週時点では，CATR 群が ACL-T 群と比較して有意に高値を示した

(CATR vs. ACL-T, p = 0.022)． 
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図 23．モデル間での軟骨下骨骨構造変化の比較 

各領域における各群の BV/TV の解析結果．特徴的な変化として，MA
領域では 4 週時点において，ACL-T 群，CATT 群が低値を示し，6 週
時点にでは DMM 群，CATR 群が高値を示した．データは平均値±
95%CI で示す． 
 

5.4. 考察  

 研究 3 では，メカニカルストレスの異なるモデルにおける半月板の変

性と，領域毎の脛骨軟骨下骨の変化の違いを検証した．半月板変性は，

動物モデルでみられる特徴の一つであり，Sham 群を除く全てのモデル

で半月板変性が確認された．しかし，モデル間に有意差はみられなかっ

た．マイクロ CT による解析結果から，モデルによって BV/TV の増減が

異なる特徴がみられた．再構成画像による観察結果を踏まえると，脛骨

軟骨下骨の領域毎におけるメカノレスポンスの特徴は，ACL や半月板の

機能不全による接触領域の変化が影響している可能性が示唆された．特

に，接触領域の変化により接触圧による圧縮応力が集中する部位では

BV/TV が増大する傾向がみられ，反対に接触圧が減少する部位では

BV/TV が減少傾向であった．この結果から各部位に加わる圧縮応力が軟
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骨下骨のメカノレスポンス機構に寄与することが明らかとなった． 

 これまでの報告で，半月板の変性は関節軟骨変性の危険因子とされて

おり，半月板変性が軟骨変性の進行に関与することが明らかになってい

る 55–58)．しかし，軟骨下骨の変化に対する半月板変性のもたらす影響は

未解明である．本研究結果では Sham 群を除く全ての群で半月板の変性

が認められた．しかし，各群の半月板変性スコアに有意差は認めなかっ

た．我々の以前の報告では DMM モデルと CATR モデルの半月板変性は

モデル作製から 8 週間後に確認されたが，対照群と半月板変性スコアに

有意差はみられず，12 週間後に統計的な有意差が認められた 59)．本研

究はモデル作製から 4・6 週間後の組織を解析しており，タイムポイン

トが早期であったため，半月板変性にモデル間の差がみられなかった可

能性がある． 

本研究では，マイクロ CT を用いた再構成画像の観察から接触領域の

変化の評価を行なった．その結果，ACL-T 群では接触領域が後方にシフ

トしている特徴がみられた．ACL は膝関節における脛骨の前方偏位を抑

制しており，ACL を切断した ACL-T 群では ACL 機能不全によって，脛

骨前方変位が生じ接触領域が変化したことが示唆された．CATT 群では，

ACL-T 群でみられた程の接触領域の後方変位は認めかった．しかし，

我々の研究成果から CATT モデルは ACL-T モデルの関節不安定性を軽

減させるが，対照群と比較して前後方向の関節不安定性が増大すること

が明らかとなっている 60)．従って，CATT 群においても接触領域の後方

化が生じる可能性が推察される．一方，DMM 群と CATR 群では，矢状

面上の接触領域の変化はみられなかったが，前額面上で内側半月板の側

方逸脱が確認された．どちらのモデルも内側半月板と脛骨を繋ぐ内側脛

骨半月靭帯を切断し，内側半月板の不安定化が生じるモデルである 28,59)．
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また，DMM モデルは ACL-T モデルと比較して関節不安定性が小さいこ

とも報告されている 47)．よって，関節不安定性による接触領域の変化よ

りも，内側半月板の側方逸脱による脛骨内側領域への圧縮応力の増大が

生じることが推察される． 

 関節軟骨や軟骨下骨の機械的な特性は部位によって異なることが報告

されている 53,61–63)． よって，軟骨下骨は部位毎の力学的環境によって

異なるメカノレスポンスを示す可能性がある．本研究ではモデルによっ

て軟骨下骨の変化が領域毎に異なることを明らかにした．ACL-T 群では，

4 週時点の MP 領域の BV/TV が MA・LA 領域よりも高値を示し，6 週

時点でも MP領域の BV/TV が他の領域より高値を示す傾向がみられた．

ACL-Tモデルは MP領域に軟骨変性が生じることが報告されている 46)．

また，ACL-T モデルでは脛骨の前方変位が生じることが明らかであり

38,39,60)，本研究結果でも ACL-T 群は接触領域の後方化がみられた．した

がって，ACL 切断後の接触領域の変化に伴う MP 領域における圧縮応力

の増大が，MP 領域の BV/TV の増大を引き起こしたことが示唆された． 

 CATT 群では，ACL-T 群と同様に 4 週時点では MP 領域の BV/TV が

MA 領域や LA 領域よりも高値であり，6 週時点においても MP 領域の

BV/TV は MA領域や LA領域よりも高値を示した．CATTモデルは ACL-

T モデルの関節不安定性を抑制するモデルであるが，軽度の前後方向の

不安定性は残存する 60)．したがって，CATT 群でみられた軟骨下骨の変

化は，関節不安定性による接触領域の変化が関連している可能性が示唆

された． 

DMM 群では，4 週時点で MP 領域の BV/TV は他の領域よりも高値を

示し，6 週時点では MP・MA 領域の BV/TV が高い傾向にあった．これ

までの研究で，DMM モデルにおける軟骨変性は，圧縮応力の増加と関
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節の不安定性が原因である可能性が報告されている 47,64,65)．本研究から，

DMM 群では内側半月板の逸脱が観察された．これらより，内側領域に

おける軟骨下骨の BV/TV の増大は，半月板逸脱に伴う圧縮応力の増大

による影響が関与することが示唆された． 

CATR 群では，4 週時点における MA・MP 領域の BV/TV が高値を示

す特徴がみられた．CATR モデルは DMM モデルの関節不安定性を抑制

したモデルである 59,60)．本研究結果から，CATR 群と DMM 群は同程度

の半月板変性と半月板側方逸脱を認めた．さらに，我々の過去の報告に

おいても CATR モデルと DMM モデルの長期間の比較においても同程

度の半月板編成を認めた 59)．従って，CATR 群における MA・MP 領域

の BV/TV の増大は内側領域への圧縮応力の増大が引き起こした可能性

が示唆された． 

 これまでの研究を通して，メカニカルストレスの異なるモデルの軟骨

下骨の変化が異なることを明らかにした 60)．しかし，領域毎の特徴の違

いは未解明であり，領域毎にモデル間での比較を実施した． 

MA 領域では，4 週時点において CATT 群の BV/TV は ACL-T 群を除

く他の群に比べ低値を示し，6週時点では，DMM群と CATR群の BV/TV

は他の群に比べ高値を示した．CATT 群の BV/TV 低下は以前の我々の

報告と一致している 60)．さらに 4 週時点において，ACL-T 群は DMM

群と比較して BV/TV が低値であり，CATT 群と同程度であった．これら

から ACL-T 群と CATT 群は ACL 切断後の接触領域の変化による MA

領域への圧縮応力の減少が BV/TV を引き起こした可能性が考えられる．

一方，DMM 群と CATR 群はともに内側半月板の側方逸脱が確認されて

いる．半月板の機能不全が圧縮応力の増大を引き起こすことがこれまで

に明らかになっている 64,65)．したがって，DMM 群と CATR 群の BV/TV
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には半月板機能不全による圧縮応力の増大が関与することが示唆された． 

 一方，外側領域では LA 領域において CATT 群と CATR 群の BV/TV

は，Sham 群と比較して低値を示し，LP 領域においても同様の傾向が認

められた．CATT 群と CATR 群はともに関節不安定性を抑制したモデル

である．これまでの報告で，CATT 群と CATR 群の作製による関節可動

域制限は生じないことを確認している 60)．しかし，動的な可動域の測定

はできておらず，関節不安定性を抑制する外科的介入が可動域や接触領

域に変化を及ぼし，外側領域への圧縮応力減少を引き起こしている可能

性がある． 

 本研究の限界としては以下の 2 点が挙げられる．まず，本研究はモデ

ル作製から早期の段階での半月板と軟骨下骨の変化を解析した．よって，

より長期間の変化を解析する必要がある．また，CATT・CATR モデルが

関節運動に及ぼす影響は不明である．我々はこれまでに CATT・CATR

モデルに可動域制限が生じないことを確認している．しかし，飼育中の

歩行など，運動時の評価は実施できていない．そのため，関節不安定性

の抑制が動作中の関節運動に与える影響を明らかにする必要がある． 

 以上をまとめると，本研究では，脛骨軟骨下骨のメカニカルストレス

に対する領域毎のメカノレスポンスが異なることが明らかになった．特

に，軟骨下骨の変化には ACL 切断や半月板機能不全による接触領域の

変化に伴う圧縮応力の変化が影響し，圧縮応力の増大は BV/TV の増大

に寄与し，圧縮応力の減少は BV/TV の減少に寄与することを示した．こ

れらの結果は，アライメントや接触領域の変化が部位特異的な軟骨下骨

の変化を誘導すること，また軟骨下骨の構造がメカニカルストレスの変

化に影響することを示している． 
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6. 研究 4；異なる関節における圧縮応力の減少が関節形成に与える影響  

6.1. 目的  

 研究 1-3 の成果から，半月板の機能不全や接触領域の変化に伴う圧縮

応力の変化が関節における骨形成や骨吸収に影響を与えることが明らか

になった．これまでの報告では後肢懸垂や膝関節固定は，破骨細胞の活

性化や関節軟骨の厚みの減少，骨量の減少を引き起こすことや 48)，脛骨

に対する軸方向の圧縮負荷は骨量増大を引き起こすことが報告されてい

る 26)．これらの報告はいずれも膝関節を中心に報告されている．研究 1-

3 の成果も膝関節について着目したものである．よって，これまでの成

果でみられた骨軟骨組織の変化が膝関節特有のものであるか，骨軟骨組

織に共通する変化であるのかを明らかにするため，他関節での検証も求

められる．そこで，研究 4 では，膝関節と同様に荷重関節として機能す

る股関節を対象に検証を行う．膝関節だけでなく，股関節を評価するこ

とで，荷重や関節運動を通したメカニカルストレスに対する骨軟骨組織

のメカノレスポンス機構を明らかにすることを目指す．股関節における

骨軟骨組織のメカノレスポンスを解明するために，本研究は後肢懸垂に

よる圧縮応力の減少を再現する．さらに，週齢による骨モデリングやリ

モデリングの違いを検証するため，一般にメカニカルストレスが正常な

関節形成に不可欠である発育期の股関節において，後肢懸垂による圧縮

応力の減少を再現することで，関節の違いや週齢の違いを検証する．研

究 1-3 までの膝関節における成果をもとに，荷重関節である股関節のメ

カノレスポンスを明らかにすることで，関節疾患の中心となる骨軟骨組

織の変性・変化に対するメカニカルストレスの役割の解明を目指す． 

これらより，本研究では発育期のマウスの股関節を対象にメカニカル

ストレスの減少が骨軟骨組織に与える影響の解明をを目的とした． 



61  

6.2. 方法  

6.2.1. 倫理的配慮  

本学研究倫理審査委員会の承認後（承認番号 2022-1），動物実験基本

計画書ならびに実施計画書に従い研究を実施した．実験動物に対し，外

科的介入，飼育中の疼痛軽減措置を実施した． 

6.2.2. 対象と研究デザイン  

 対象は C57BL/6 系雌性マウス（4 週齢 15 匹）とした．対象に対して

後肢懸垂介入を 4 週間実施する群(Short Term Hind limb Unloading 群; 

以下，STHU 群)と，8 週間実施する群(Long Term Hind limb Unloading

群; 以下，LTHU 群)，Sham 群の 3 群に分類した(図 24-A)．介入群につ

いて介入期間終了後は自由飼育とし，生後 16 週時点で股関節を採取し

た．後肢懸垂中も水分摂取等は自由に行えるように調整した． また，組

織採取時点で各群間に体重の有意差はみられなかった(図 24-B)． 

 

 
図 24．研究デザインと各群の体重比較 

研究デザインと屠殺時の体重比較の結果．（A）対象を Sham 群，
STHU 群，LTHU 群の 3 群に分類し，それぞれケージ内飼育と後肢懸
垂による介入を実施した後，16 週齢時点で組織を採取し，マイクロ CT
による解析と組織学的解析を実施した．（B）組織採取時の体重計測結
果．各群に有意差はみられなかった．データは平均値±95%CI で示
す． 
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6.2.3. 実験モデルの作製  

後肢懸垂群は尾に 25 ゲージ針とナイロン縫合糸を用いてテールリン

グを作製し，テールリングに針金を通すことでケージに吊り下げた．マ

ウスの胴体とケージの床面が約 30°に設定し，前肢は自由に動かせるよ

うにした．ケージ内での活動と健康状態，後肢の浮遊状態を 1 日に 1 度

観察した． 

 

6.2.4. 組織採取  

 16 週齢時点でマウスを炭酸ガスの吸引にて安楽死させた．その後，左

右の後肢を骨盤から採取した．右後肢はマイクロ CT での骨形態計測ま

で デ ィ ー プ フ リ ー ザ ー （ -80℃ ） 内 で 保 管 し た ． 左 後 肢 は ，

4%Paraformaldehyde リン酸緩衝液にて 48 時間固定し，10%エチレン

ジアミン四酢酸溶液にて 2 週間脱灰処理を実施し，パラフィン置換によ

ってパラフィンブロックを作成した． 

 

6.2.5. マイクロ CT の測定  

6.2.5.1. マイクロ CT による骨形態の計測  

股関節を中心とした骨形態学的解析のため，マイクロ CT（Skyscan 

1272，Bruker，MA，USA）を用いて対象組織のスキャンを行い，透過

像を取得した．撮影条件は，X 線電圧 60kV，X 線電流 165μA，フィル

ターAI 0.25mm，角度ピッチ 0.6°，平均化処理回数 3 回とし，ピクセ

ルサイズ 7.5μm で撮影した．取得した透過像を再構成用のソフトウェ

ア NRecon（Bruker，MA，USA）を用いて再構成を行った． 
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6.2.5.2. 骨形態学的解析  

取得した再構成画像を巨視的に観察した後，大体骨頭を関心領域に指

定し，骨構造の解析を実施した．解析は画像解析ソフトウェア CTAn

（Bruker，MA，USA）を用いて骨体積比（Bone volume/Tissue volume；

BV/TV，%）を算出した． 

 

6.2.6. 組織学的解析  

6.2.6.1. 組織標本作製  

対象のパラフィンブロックをミクロトーム ROM380（Yamato Kohki 

Industrial Co，Ltd，JPN）を用いて薄切し，水平断切片（6μm）を作

成した． 

 

6.2.6.2. Safranin O Fast Green 染色  

股関節の形態を観察するため，Safranin O Fast Green 染色を行った．

染色後，大体骨頭，関節唇の染色性や形態の観察を実施した． 

 

6.2.6.3. 免疫組織化学染色  

 メカニカルストレスの減少が軟骨内骨化プロセスに与える影響を評価

するため，軟骨の特異的マーカーである Collagen type Ⅱと，骨化に伴

う肥大化軟骨細胞の特異的マーカーである Collagen type X の局在性と

発現を評価するため，免疫組織化学染色を実施した．染色方法は研究 1

と同様に Avidin-Biotinylated enzyme Complex 法を用いて実施し，一

次抗体を Rabbit Anti-Collagen Ⅱ  antibody（希釈濃度 1/200 ; bs-

0709R; Bioss）と，Rabbit Anti-Collagen X antibody（希釈濃度 1/200 ; 

NBP3-03757; Novus Biologicals）とした．Collagen type Ⅱの解析には，
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画像解析ソフト ImageJ/Fiji を用いて，関節軟骨領域における Collagen 

type Ⅱの染色強度を算出し，Sham 群の染色強度で補正した後，染色強

度を比較した．Collagen type X の解析として，各切片の関節軟骨領域の

陽性細胞率を算出し各群間で Collagen type X の陽性細胞率を比較した． 

 

6.2.6.4. Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP)染色  

 破骨細胞の活性を評価するため，TRAP 染色キット（Wako）のプロト

コルに従って TRAP 染色を行った．解析は，大体骨頭の骨化領域におけ

る TRAP 染色陽性細胞で表される破骨細胞面（Osteoclast surface / Bone 

surface；Oc.S/BS，%）を算出した． 

 

6.2.7. 統計解析  

 全てのデータに対し Shapiro-Wilk検定による正規性の検証を行った．

その後，全てのデータについて一元配置分散分析を用いて解析を行なっ

た．その後，多重比較として Tukey-Kramer 法を用いた．統計解析には，

統計解析ソフト  R version3.6.1（The R Foundation for Statistical 

Computing，Vienna，Austria）を使用し，有意水準を 5%とした． 

 

6.3. 結果  

6.3.1. マイクロ CT による骨構造解析結果  

 マイクロ CT による大腿骨頭の骨構造解析結果を図 25 に示した． 

Sham 群では骨頭における骨梁構造の形成が確認できたが，STHU 群と

LTHU 群では骨梁構造が確認できなかった．また，大腿骨頭の BV/TV の

解析の結果，Sham 群と比較して STHU 群と LTHU 群の BV/TV が有意

に低値を示した(Sham vs. STHU, p = 0.004; Sham vs. LTHU, p = 0.006)． 
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図 25．マイクロ CT による骨構造解析 

マイクロ CT による骨構造解析結果．（A）再構成画像．Sham 群では大
腿骨頭に骨梁の形成がみられるが，STHU 群，LTHU 群では骨梁構造
がみられなかった．（B）大腿骨頭の BV/TV 解析結果．Sham 群と比較
して，STHU 群と LTHU 群は低値を示した．データは平均値±95%CI
で示す． 
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6.3.2. 関節軟骨の染色結果  

 股関節の Safranin O Fast Green 染色，Collagen type Ⅱの免疫組織

化学染色の結果を図 26 に示した．Safranin O Fast Green 染色の染色結

果では，軟骨基質の染色性に大きな違いはみられず，関節の形態におい

ても大きな違いはみられなかった． 

 軟骨基質の主成分である Collagen type Ⅱの免疫組織化学染色の結果

について，大腿骨頭の軟骨領域における Collagen type Ⅱの染色強度を

比較した．その結果，Sham群に対して，STHU群と LTHU群の Collagen 

type Ⅱの染色強度が高値を示した(Sham vs. STHU, p = 0.012; Sham 

vs. LTHU, p = 0.007)． 

 

図 26．関節軟骨の染色結果 

大腿骨頭の関節軟骨染色結果．（A）Safranin O Fast Green 染色の染
色性や関節の形態に大きな違いはみられなかった．Collagen type Ⅱの
免疫組織化学染色の結果，STHU 群と LTHU 群の染色性が増強した．
（B）Collagen type Ⅱの染色強度の解析結果．STHU 群と LTHU 群
の染色強度が Sham 群と比較して高値を示した．データは平均値±
95%CI で示す． 
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6.3.3. 肥大化軟骨細胞の染色結果  

 肥大化軟骨細胞の特異的マーカーである Collagen type X の免疫組織

化学染色の結果を図 27 に示した．大腿骨頭における Collagen type X の

陽性細胞率を比較した結果，Sham 群に対して，STHU 群と LTHU 群の

陽性細胞率が有意に低値を示した(Sham vs. STHU, p = 0.009; Sham vs. 

LTHU, p = 0.014)． 

 

図 27．Collagen type X 染色結果 

Collagen type X の染色結果．大腿骨頭領域における Collagen type X
の陽性細胞率を算出した(右図)．STHU 群，LTHU 群の Collagen type 
X 陽性細胞率は Sham 群と比較して低値を示した．データは平均値±
95%CI で示す． 
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6.3.4. 破骨細胞面の解析結果  

 TRAP 染色による破骨細胞面の解析結果を図 28 に示した．各群の大腿

骨頭の骨領域における破骨細胞面を比較した結果，STHU 群と LTHU 群

で高値を示す傾向がみられたが，各群間での有意差はみられなかった． 

 

図 28．TRAP 染色結果 

TRAP 染色の解析結果．大腿骨頭領域における破骨細胞面(Oc.S/BS)を 
算出した． 各群間の Oc.S/BS に有意差はみられなかった．データは平
均値±95%CI で示す． 
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6.4. 考察  

 研究 4 では発育期の骨軟骨組織に対するメカニカルストレスの減少が

与える影響を検証した．後肢懸垂により，荷重による圧縮応力の減少を

再現し，股関節における骨軟骨組織の形成を評価した．大腿骨頭におけ

る BV/TV は Sham 群と比較して STHU 群と LTHU 群で低下していた．

また，Collagen type Ⅱと Collagen type Ⅹの免疫組織化学染色の結果

から STHU 群と LTHU 群では Collagen type Ⅱの染色強度が高値を示

し，Collagen type Ⅹの陽性細胞率は低値を示した．TRAP 染色による

破骨細胞の活性を評価した結果，各群間で差はみられなかった．これら

から，圧縮応力の減少は，軟骨細胞の肥大化を抑制し，発育期の骨軟骨

組織に対して軟骨内骨化プロセスを遅延させることが明らかとなった． 

 後肢懸垂によるメカニカルストレスの減少は骨量の減少に寄与するこ

とが明らかとなっている 27,66,67)．しかし，これまでの検証は骨格形成が

完了した週齢，膝関節を中心とした検証が多くを占める．そのため，本

研究では発育期のマウスを対象に検証を行った．結果，後肢懸垂による

介入を実施した STHU 群と LTHU 群で大腿骨頭の BV/TV が低値を示

した．大腿骨頭の領域では軟骨内骨化による骨形成が生じており，骨端

軟骨から骨への置換が生じている．そのため，STHU 群と LTHU 群では

圧縮応力の減少により骨への置換が抑制されている可能性が示唆された．

さらに，後肢懸垂による圧縮応力の減少が軟骨内骨化プロセスに与える

影響を評価するため，Collagen type Ⅱと Collagen type Ⅹの免疫組織

化学染色を実施した．軟骨内骨化のプロセスでは軟骨細胞が肥大化軟骨

細胞へと分化することで開始する．肥大化軟骨細胞は Collagen type Ⅹ

を特異的マーカーとし，MMP-3,-9,13 などを分泌し，軟骨基質の分解に

寄与する 37)．さらに肥大化軟骨細胞は血管新生を誘導する Vascular 
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Endothelial Growth Factor (VEGF)や骨芽細胞の接着を可能にする

Osteopontin などを分泌することで骨化を誘導する．本研究では，STHU

群と LTHU 群では軟骨細胞の特異的マーカーである Collagen type Ⅱ

の染色強度が高値を示し，肥大化軟骨細胞を示す Collagen type Ⅹの陽

性細胞率が低値を示した．よって後肢懸垂を行った STHU 群と LTHU

群では軟骨細胞が多く残存し，軟骨内骨化が抑制されたことが示唆され

た．加えて，後肢懸垂は骨形成に対して影響は与えるが，各群間で体重

差はみられなかった．これらから，後肢懸垂による圧縮応力の減少は，

軟骨内骨化プロセスを遅延させることが示唆された． 

また，骨軟骨移行部では破骨細胞が局在し，骨梁形成に関与している．

本研究で対象とした週齢は成長期にあたり，骨のモデリングによって骨

形成が急速に進行する．骨のモデリングにおいては骨吸収や骨形成が独

立して行われることが多い．本研究では骨軟骨移行部における破骨細胞

の活性を評価した．その結果，後肢懸垂を実施した STHU 群と LTHU

群において破骨細胞の活性は認められなかった．破骨細胞は，微重力環

境や，後肢懸垂によって活性化することが明らかとなっている 27,68)．こ

れらから，成長過程のマウス大腿骨に対する圧縮応力の減少は破骨細胞

の異常な活性化による骨モデリングを抑制しないことが示唆された． 

 さらに，後肢懸垂後の再荷重は，骨量などを回復させることが報告さ

れている 69)．本研究結果から STHU 群においても再荷重による骨量の

回復は認められなかった．我々はこれまでに骨軟骨組織の変性・変化に

おいて破骨細胞と骨芽細胞によるリモデリングが関与しており，メカニ

カルストレスの変化に応じて骨吸収と骨形成を調節することを明らかに

してきた 60)．しかし，本研究結果から STHU 群においても再荷重によ

る骨量の回復は認められなかった．骨格の成長過程においては骨のリモ
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デリングよりも骨のモデリングの作用が強く影響する．本研究では成長

期の骨格形成において圧縮応力の減少による破骨細胞の異常な活性はみ

られないが，軟骨内骨化プロセスの遅延が長期に残存する可能性が示唆

された．以上をまとめると，圧縮応力の減少は発育期における軟骨内骨

化プロセスの遅延を通して，骨形成を抑制することが明らかとなった． 

 本研究の限界として，介入期間の影響が考えられる．本研究はマウス

の骨成長が完了するとされる 16 週齢時点で組織採取を行い解析を実施

した．そのため，STHU 群と LTHU 群でみられた BV/TV の低下や軟骨

内骨化の抑制がより長期間の飼育で改善する可能性も考えられる．従っ

て，軟骨内骨化に関連する因子の詳細な評価に加え，圧縮応力の減少が

骨形成に及ぼす影響をより長期間で評価していく必要がある． 
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7. 研究 5；軟骨下骨の硬さが軟骨細胞メカノレスポンスに与える影響  

7.1. 目的  

 これまでの成果として，関節表層に位置する関節軟骨の変性には関節

不安定性に伴う剪断力の増大が関与することを明らかにしてきた 59,60)． 

さらにメカニカルストレスは関節軟骨変性に対して強度依存的に作用す

ることが明らかとなっており，適度なメカニカストレスは軟骨保護に作

用し，過度なメカニカルストレスは軟骨変性に寄与することが報告され

ていきた 24,25,70,71)．しかし，メカニカルストレスの作用を決定する要因

は検討されておらず，骨軟骨組織のメカノレスポンスの決定要因は未解

明である．関節軟骨を支える軟骨下骨の硬さの変化は表層の関節軟骨が

受けるメカニカルストレスに影響を与え得る 12)．さらに，in vitro にお

いても軟骨細胞に対する適度な流体剪断力は軟骨保護に作用し 72)，過度

な流体剪断力は軟骨細胞の異化因子放出を促進することが明らかになっ

ている 43,72,73)．これらから，関節軟骨を支える軟骨下骨の硬さ変化が，

表層の関節軟骨のメカノレスポンス機構に影響を与え，メカニカルスト

レスの強度依存的作用の決定要因であるのではないかと仮説した．従っ

て本研究の目的は，科学的架橋剤を用いずに硬度が調節可能な新規の培

養基材である量子ビーム加工ゲル 74)を用いて軟骨細胞を培養し，軟骨下

骨の硬さ変化を模倣した状態で振とう培養による剪断力を付与すること

で軟骨細胞のメカノレスポンス機構を明らかにすることを目的とした． 
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7.2. 方法  

7.2.1. 倫理的配慮  

 本学研究倫理審査委員会の承認後（承認番号 2022-14），動物実験基

本計画書ならびに実施計画書に従い研究を実施した． 

  

7.2.2. 量子ビーム加工ゲル  

 量子ビーム加工ゲル(以下，加工ゲル)はゼラチンと超純水のみを使用

し，γ線照射による弾性・地形制御(ET-RaM)技術を応用することで科学

的架橋剤を用いずにゲル化させたコラーゲンハイドロゲルである 74)．γ

線の照射時間により弾性率を調節可能であり，照射時間が長いほど架橋

密度が高くなり弾性率が高くなる．本研究では弾性率を 4段階に調節し，

14kPa，46kPa，84kPa，145kPa の硬さに設定し，培養に用いた． 

 

7.2.3. 初代軟骨細胞採取，単離  

 従来のプロトコルに則り，生後 10 日齢のマウスから初代軟骨細胞を

採取した 75)．軟骨細胞培養には 10%ウシ胎児血清(Fetal Bovine Serum; 

FBS)(biosera)と 1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液(Wako)を含む

ダルベッコ改変イーグル培地(DMEM Ham’s F12；Wako)を使用した．

初代軟骨細胞単離について，マウスを炭酸ガス吸引にて安楽死させた後，

マウスの全身を 70%エタノールで消毒した．その後，マウスの大腿骨頭，

大腿骨顆部，脛骨近位端から関節軟骨をメスで切り落とした．採取した

関節軟骨を滅菌 PBS で洗浄し，  4mg/ml の濃度に DMEM Ham’s 

F12(10%FBS,0.1%PC-SM)で調節したコラゲナーゼ TypeⅡ(gibco)を用

いて細胞分散させ，インキュベーター内で一晩インキュベートした．翌

日，インキュベーター内から関節軟骨を取り出し，70μm セルストレー
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ナー使用し，300G，3min，室温条件で遠心分離を行ったのち上清を除去

した．細胞数をカウントした後，プラスチックディッシュ(6well マルチ

プレート)に播種した．2 日に 1 度の頻度で培地交換を実施した．  

 

7.2.4. 量子ビーム加工ゲルへの継代  

 初代軟骨細胞を 4 日間培養した後，硬さの異なる量子ビーム加工ゲル

とプラスチックディッシュ(6well マルチプレート)に継代した．継代前

に量子ビーム加工ゲルは，PBS を 2ml いれ 37℃で 2 時間インキュベー

トし，PBS を除去した後 DMEM Ham’s F12(10%FBS,0.1%PC-SM)を

2ml いれて 37℃で 1 時間インキュベートしたものを培養に用いた． 

 細胞回収には TrypLE Express(gibco)を用いた．その後，硬さの異な

る量子ビーム加工ゲルとプラスチックディッシュ(6well マルチプレー

ト)に細胞を播種した．継代後も 2 日に 1 度の頻度で培地交換を実施し

た． 

 

7.2.5. 振とう培養プロトコール  

 各ゲルとプラスチックディッシュに軟骨細胞を継代してから 2日後か

ら振とう培養によって軟骨細胞に流体剪断力を負荷した．振とう培養に

は CO2インキュベーターシェーカーS41i(eppemdorf)を使用した．培養

期間は 5 日間とし，2 日に 1 度の頻度で培地交換を実施した．振とう培

養強度は 0RPM，50RPM，75RPM の 3 条件とし，各プレートはシェー

カーの中心からの距離が等しくなる位置に設置した．振とう培養終了時

にオールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700（KEYENCE CO, JPN）を用い

て細胞形態の観察を実施した． 
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7.2.6. 分子生物学的解析  

 振とう培養後，定量 PCR（quantitative Polymerase Chain Reaction：

qPCR）による遺伝子発現解析を行った．ISOGEN(NIPPON GENE)を用

いて細胞から total RNA を抽出し，High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit（Applied Biosystems, CA, USA）と Thermal Cycler 

Palm-Cycler（Corbett Research，SYD，AUS）を用いて total RNA か

ら  cDNA を 合 成 し た ．解析に は Step OnePlus system(Applied 

Biosystems) と TaqMan® Fast Advanced Master Mix(Thermo 

Scientific)を使用した． 

 使用する Primer は collagen type II alpha 1 (Col2a1)，Aggrecan 

(Acan)，matrix metalloproteinase 3 (MMP-3)，tumor necrosis factor-

α (TNF- α ) と し ， ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と し て Gapdh 

(Mm99999915_g1)を使用した．分子生物学的解析に用いた Primer に関

して以下に示した． 

解析には 2-ΔΔCt 法を用いて，標的遺伝子の相対発現量を異なる強度の

剪断力における比較と，同一強度の剪断力における培養条件間での比較

を実施した． 

 

遺伝子名 製品番号 VIC/FAM 

Gapdh Mm99999915_g1 VIC 

Col2a1 Mm01309565_m1 FAM 

Acan Mm00545794_m1 FAM 

TNF-α Mm00443258_m1 FAM 

MMP-3 Mm00440295_m1 FAM 
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7.2.7. 統計解析  

 全てのデータに対し Shapiro-Wilk検定による正規性の検証を行った．

その後，全てのデータについて一元配置分散分析を用いて解析を行なっ

た．その後，多重比較として Tukey-Kramer 法を用いた．統計解析には，

統計解析ソフト  R version3.6.1（The R Foundation for Statistical 

Computing，Vienna，Austria）を使用し，有意水準を 5%とした． 

 

7.3. 結果  

7.3.1. 軟骨細胞の巨視的観察  

培養条件ごとの軟骨細胞の巨視的観察結果を図 29 に示した．6well プ

ラスチックディッシュでは丸みを帯びた形状が観察されたが，加工ゲル

では硬度が固くなるにつれて細胞の丸みが減少する傾向がみられた．ま

た，加工ゲルの硬度が固くなるにつれて細胞増殖能が低下する様子が見

られた．  

  

図 29．細胞形態の観察結果 
各条件下での軟骨細胞の形態．6well プラスチックディッシュでは丸み
を帯びた形状が観察されたが，加工ゲルでは硬度が固くなるにつれて細
胞の丸みが減少し，細胞の増殖能も軽減している様子がみられた． 

0RPM

50RPM

75RPM

6well 16kPa 46kPa 84kPa 145kPa
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7.3.2. 分子生物学的解析結果  

7.3.2.1. 異なる強度の剪断力に対する解析結果  

培養条件ごとの異なる強度における各標的遺伝子の相対発現量を比較

した．6well プラスチックディッシュの解析結果を図 30 に示した．

Col2a1 の発現量は 0RPM と比較して 50RPM，75RPM 条件で有意に増

加した(0RPM vs. 50RPM, p < 0.001; 0RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．

Acan の発現量に有意差はみられなかった．TNF-αの発現量は 75RPM

条件が他の条件と比較して有意に減少した (0RPM vs. 75RPM, p < 

0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．MMP-3 の発現量に有意差はみ

られなかった． 

 

 
図 30．6well プラスチックディッシュにおける各因子の発現量 

プラスチックディッシュにおける各遺伝子の解析結果．Col2a1 は
0RPM と比較して 50RPM，75RPM で発現量が増加した．Acan の発現
量に有意差はみられなかった．TNF-αは 0RPM，50RPM と比較して
75RPM で発現量が減少した．MMP-3 の発現量に有意差はみられなか
った．データは平均値±95%CI で示す． 
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 16kPa の加工ゲルの解析結果を図 31 に示した．Col2a1 の発現量は

75RPM条件が他の条件と比較して有意に減少した(0RPM vs. 75RPM, p 

< 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．Acan の発現量は 50RPM 条件

が 0RPM 条件と比較して有意に増加し，75RPM 条件が他の条件と比較

して有意に増加した(0RPM vs. 50RPM, p = 0.004; 0RPM vs. 75RPM, p 

< 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．TNF-αの発現量は 75RPM 条

件が他の条件と比較して有意に減少した(0RPM vs. 75RPM, p = 0.001; 

50RPM vs. 75RPM, p = 0.043)．MMP-3 の発現量は 75RPM 条件が他の

条件と比較して有意に減少した(0RPM vs. 75RPM, p < 0.001; 50RPM 

vs. 75RPM, p < 0.001)． 

 

 
図 31．16kPa 加工ゲルにおける各因子の発現量 

16kPa 加工ゲルにおける各遺伝子の解析結果．Col2a1 は 0RPM，
50RPM と比較して 75RPM で発現量が減少した．Acan は 0RPM と比
較して 50RPM，75RPM で発現量が増加した．TNF-αは 0RPM，と比
較して 50RPM，75RPM で発現量が減少した．MMP-3 は 0RPM，
50RPM と比較して 75RPM で発現量が減少した．データは平均値±
95%CI で示す． 
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 46kPa の加工ゲルの解析結果を図 32 に示した．Col2a1 の発現量に有

意差はみられなかった．Acan の発現量は 50RPM 条件が 0RPM 条件と

比較して有意に増加し，75RPM 条件が他の条件と比較して有意に増加

した(0RPM vs. 50RPM, p = 0.001; 0RPM vs. 75RPM, p < 0.001; 50RPM 

vs. 75RPM, p < 0.001)．TNF-αと MMP-3 の発現量に有意差はみられ

なかった． 

 

 
図 32．46kPa 加工ゲルにおける各因子の発現量 

46kPa 加工ゲルにおける各遺伝子の解析結果．Col2a1 の発現量に有意
差はみられなかった．Acan は 0RPM と比較して 50RPM，75RPM で
発現量が増加した．TNF-αの発現量に有意差はみられなかった．
MMP-3 の発現量に有意差はみられなかった．データは平均値±95%CI
で示す． 
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 84kPa の加工ゲルの解析結果を図 33 に示した．Col2a1 の発現量は

75RPM条件が他の条件と比較して有意に増加した(0RPM vs. 75RPM, p 

< 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．Acan と TNF-αの発現量に有

意差はみられなかった．MMP-3 の発現量は 75RPM 条件が 0RPM 条件

と比較して有意に増加した(0RPM vs. 75RPM, p = 0.001)． 

 

 
図 33．84kPa 加工ゲルにおける各因子の発現量 

84kPa 加工ゲルにおける各遺伝子の解析結果．Col2a1 は 0RPM と比較
して 50RPM，75RPM で発現量が増加した．Acan の発現量に有意差は
みられなかった．TNF-αの発現量に有意差はみられなかった．MMP-3
は 0RPM と比較して 75RPM で発現量が増加した．データは平均値±
95%CI で示す． 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

1 2 30 RPM 50 RPM 75 RPM
0

1

2

3

4

5

TN
F-

α 
Re

la
tiv

e 
m

RN
A 

Le
ve

l

a b c

0

3

6

9

12

15

0

3

6

9

12

15

1 2 30 RPM 50 RPM 75 RPM
0

3

6

9

12

15

Co
l 2

 R
el

at
iv

e 
m

RN
A 

Le
ve

l p<0.001
p<0.001

a b c

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

1 2 30 RPM 50 RPM 75 RPM
0

1

2

3

4

5

M
M

P-
3 

Re
la

tiv
e 

m
RN

A 
Le

ve
l

p=0.001

a b c

0

2

4

6

8

10

0

2

4

6

8

10

1 2 30 RPM 50 RPM 75 RPM
0

2

4

6

8

10

A
CA

N
 R

el
at

iv
e 

m
RN

A 
Le

ve
l



81  

145kPa の加工ゲルの解析結果を図 34 に示した．Col2a1 の発現量は

50RPM 条件が 0RPM 条件と比較して有意に減少し，75RPM 条件が他

の条件と比較して有意に増加した(0RPM vs. 50RPM, p = 0.001; 0RPM 

vs. 75RPM, p = 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)．Acan の発現量

は 75RPM条件が他の条件と比較して有意に増加した(0RPM vs. 75RPM, 

p < 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p = 0.005)．TNF-αの発現量は 75RPM

条件が 0RPM 条件と比較して有意に減少した(0RPM vs. 75RPM, p = 

0.004)．MMP-3 の発現量は 75RPM 条件が他の条件と比較して有意に増

加した(0RPM vs. 75RPM, p = 0.001; 50RPM vs. 75RPM, p < 0.001)． 

 

 
図 34．145kPa 加工ゲルにおける各因子の発現量 

145kPa 加工ゲルにおける各遺伝子の解析結果．Col2a1 は 0RPM と比
較して 50RPM で発現量が減少し，0RPM，50RPM と比較して 75RPM
で発現量が増加した．Acan は 0RPM，50RPM と比較して 75RPM で
発現量が増加した．TNF-αは 0RPM と比較して 75RPM で発現量が減
少した．MMP-3 は 0RPM，50RPM と比較して 75RPM で発現量が増
加した．データは平均値±95%CI で示す． 
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7.3.2.2. 同一強度の剪断力における解析結果  

 同一強度における異なる培養条件間の各標的遺伝子の相対発現量を比

較した．Col2a1 の発現量について解析結果を図 35 に示した．0RPM で

は 84kPa 加工ゲルが他の条件と比較して Col2a1 の発現量が有意に減少

した(84kPa vs. 6well, p < 0.001; 84kPa vs. 16kPa, p = 0.002; 84kPa vs. 

46kPa, p = 0.004; 84kPa vs. 145kPa, p < 0.001)． 

50RPM では 6well と比較して全ての加工ゲルで Col2a1 の発現量が

減少した(6well vs. 16kPa, p = 0.008; 6well vs. 46kPa, p < 0.001; 6well 

vs. 84kPa, p < 0.001; 6well vs. 145kPa, p < 0.001)．16kPa と 46kPa に

おける Col2a1 の発現量が 84kPa と 145kPa と比較して有意に増加した

(16kPa vs. 84kPa, p < 0.001; 16kPa vs. 145kPa, p < 0.001; 46kPa vs. 

84kPa, p = 0.003; 46kPa vs. 145kPa, p < 0.001)．さらに 84kPa の

Col2a1 の発現量が 145kPa と比較して有意に増加した (84kPa vs. 

145kPa, p = 0.001)． 

75RPM では 16kPa と 46kPa における Col2a1 の発現量が 6well と比

較して有意に減少した(16kPa vs. 6well, p < 0.001; 46kPa vs. 6well, p 

< 0.001)．84kPa と 145kPa における Col2a1 の発現量が 16kPa と 46kPa

と比較して有意に増加し c(84kPa vs. 16kPa, p < 0.001; 84kPa vs. 

46kPa, p = 0.001; 145kPa vs. 16kPa, p < 0.001; 145kPa vs. 46kPa, p < 

0.001)．さらに 16kPa の Col2a1 の発現量が 46kPa と比較して有意に減

少した(16kPa vs. 46kPa, p < 0.001)． 
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図 35．各強度における Col2a1 の発現量 

各振とう強度における Col2a1 の解析結果．0RPM では，84kPa が他の
群と比較して Col2a1 の発現量が減少した．50RPM では，加工ゲルの
硬度が固くなるにつれて Col2a1 の発現量が減少した．75RPM では，
加工ゲルの硬度が固くなるにつれて Col2a1 の発現量が増加した．デー
タは平均値±95%CI で示す． 
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Acan の発現量について解析結果を図 36 に示した．0RPM では 6well

と比較して全ての加工ゲルで Acan の発現量が減少した (6well vs. 

16kPa, p < 0.001; 6well vs. 46kPa, p < 0.001; 6well vs. 84kPa, p < 

0.001; 6well vs. 145kPa, p < 0.001)．また，84kPa における Acan の発

現量が他の加工ゲルと比較して増加した(84kPa vs. 16kPa, p = 0.001; 

84kPa vs. 46kPa, p < 0.001; 84kPa vs. 145kPa, p < 0.001)．さらに

46kPa，145kPa における Acan の発現量は 16kPa と比較して有意に減

少した(16kPa vs. 46kPa, p < 0.001; 16kPa vs. 145kPa, p = 0.004)． 

50RPM では 6well と比較して全ての加工ゲルで Acan の発現量が減

少した(6well vs. 16kPa, p < 0.001; 6well vs. 46kPa, p < 0.001; 6well 

vs. 84kPa, p = 0.002; 6well vs. 145kPa, p < 0.001)．また，84kPa にお

ける Acanの発現量が 46kPa，145kPaと比較して有意に増加した(84kPa 

vs. 46kPa, p = 0.001; 84kPa vs. 145kPa, p = 0.020)．さらに 16kPa に

おける Acan の発現量が 46kPa と比較して有意に増加した(16kPa vs. 

46kPa, p = 0.040)． 

 75RPM では 145kPa における Acan の発現量が 6well と比較して有

意に減少した(145kPa vs. 6well, p = 0.044)． 
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図 36．各強度における Acan の発現量 

各振とう強度における Acan の解析結果．0RPM では，84kPa が他の
加工ゲルと比較して Acan の発現量が増加した．50RPM では，84kPa
が 46kPa，145kPa と比較して Acan の発現量が増加し，16kPa が
46kPa と比較して Acan の発現量が増加した．75RPM では 145kPa が
プラスチックディッシュと比較して Acan の発現量が減少した．データ
は平均値±95%CI で示す． 
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TNF-αの発現量について解析結果を図 37 に示した．0RPM では

84kPa における TNF-αの発現量が 16kPa と比較して有意に増加した

(84kPa vs. 16kPa, p = 0.044)． 

50RPM では 84kPa における TNF-αの発現量が他のゲルと比較して

有意に増加し(84kPa vs. 16kPa, p < 0.001; 84kPa vs. 46kPa, p < 0.001; 

84kPa vs. 145kPa, p = 0.018)，16kPa と 46kPa における TNF-αの発

現量が 6well と比較して有意に減少した(16kPa vs. 6well, p = 0.010; 

46kPa vs. 6well, p = 0.001)． 

75RPM では TNF-αの発現量に有意差はみられなかった． 

 

 

図 37．各強度における TNF-αの発現量 

各振とう強度における TNF-αの解析結果．0RPM では，84kPa が
16kPa と比較して TNF-αの発現量が増加した．50RPM では，84kPa
が他の加工ゲルと比較して TNF-αの発現量が増加し，16kPa と
46kPa がプラスチックディッシュと比較して TNF-αの発現量が減少し
た．75RPM では TNF-αの発現量に有意差はみられなかった．データ
は平均値±95%CI で示す． 
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MMP-3 の発現量について解析結果を図 38 に示した．0RPM では全て

の加工ゲルにおける MMP-3 の発現量が 6well と比較して増加した

(16kPa vs. 6well, p < 0.001; 46kPa vs. 6well, p < 0.001; 84kPa vs. 6well, 

p < 0.001; 145kPa vs. 6well, p < 0.001)． 

50RPM でも同様に全ての加工ゲルにおける MMP-3 の発現量が 6well

と比較して増加した(16kPa vs. 6well, p < 0.001; 46kPa vs. 6well, p < 

0.001; 84kPa vs. 6well, p < 0.001; 145kPa vs. 6well, p < 0.001)． 

75RPM では全ての加工ゲルにおける MMP-3 の発現量が 6well と比

較して増加した(16kPa vs. 6well, p < 0.001; 46kPa vs. 6well, p < 0.001; 

84kPa vs. 6well, p < 0.001; 145kPa vs. 6well, p < 0.001)．また，84kPa

と 145kPa における MMP-3 の発現量が 16kPa，46kPa と比較して有意

に増加し(84kPa vs. 16kPa, p < 0.001; 84kPa vs. 46kPa, p = 0.030; 

145kPa vs. 16kPa, p < 0.001; 145kPa vs. 46kPa, p = 0.002)，46kPa に

おける MMP-3 の発現量が 16kPa と比較して有意に増加した(46kPa vs. 

16kPa, p < 0.001)． 
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図 38．各強度における MMP-3 の発現量 

各振とう強度における MMP-3 の解析結果．0RPM では，全ての加工ゲ
ルがプラスチックディッシュと比較して MMP-3 の発現量が増加した．
50RPM でも，全ての加工ゲルがプラスチックディッシュと比較して
MMP-3 の発現量が増加した．75RPM では全ての加工ゲルがプラスチ
ックディッシュと比較して MMP-3 の発現量が増加し，加工ゲルの硬度
が固くなるにつれて MMP-3 の発現量が増加した．データは平均値±
95%CI で示す． 
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7.4. 考察  

本研究は，関節軟骨を支える軟骨下骨の硬さ変化を，量子ビーム加工

ゲルを用いて再現し，異なる高度の軟骨細胞の剪断力に対するメカノレ

スポンス機構を評価した．その結果，比較的柔らかい硬度の加工ゲルで

は低強度の剪断力に対して Col2a1 の発現量増加を示し，比較的硬い硬

度の加工ゲルではより高強度の剪断力に対して Col2a1 の発現量増加を

示した．この結果は，関節軟骨を支える軟骨下骨の硬さが関節軟骨の恒

常性維持と破綻を招くメカニカルストレスの強度依存的作用を決定する

一つの要因であることを明らかにした． 

細胞培養基材の弾力性や形状，組成は細胞の形態，遊走性，増殖やア

ポトーシスなどに大きな影響を及ぼすことが明らかとなっている 76–79)．

本研究で用いた量子ビーム加工ゲルは，硬化剤を用いずに細胞外基質

(Extracellular matrix ; ECM)の主成分であるコラーゲンの濃度とγ線

照射による架橋形成密度を調節することで硬度を調節可能である．本来，

生体内の ECM の硬度においてコラーゲンの濃度と弾性率は相関関係に

ある 80)．しかし，人工ハイドロゲルではこの相関関係が失われ，硬度を

固くするためには科学的架橋剤が必要となる．この科学的架橋剤は細胞

適合性や生分解性を変化させる 81)．そのため，硬化剤や科学的架橋剤を

用いない量子ビーム加工ゲルはこれら既存のバイオマテリアルの問題を

解決した新規素材であり，生体内により近い環境を再現可能となる． 

 軟骨細胞の巨視的観察結果について，軟骨細胞はプラスチックディッ

シュを用いた単層培養において丸みを帯びた形状を示すことが明らかに

なっている 75)．本研究結果において，硬度を変化させた加工ゲルを用い

た 3 次元培養では硬度が固くなるにつれて軟骨細胞の丸みが減少する傾

向がみられた．先行研究においても培養基材の硬さ変化が軟骨細胞の形



90  

態変化に影響することが報告されている 82,83)．さらに本研究で用いた加

工ゲルよりもさらに硬い培養基材を用いた検証において，硬い培養基材

の上に培養した軟骨細胞では軟骨変性因子である MMP-13 や軟骨細胞

の肥大化を示す Collagen type Ⅹの発現増加が報告されている 83)．本研

究において，0RPM 条件における各標的遺伝子の発現量の特徴として，

加工ゲルを用いた 3 次元培養では硬さに関係なくプラスチックディッシ

ュを用いた単層培養と比較して MMP-3 の発現量が大きく増加していた．

Acan では加工ゲルを用いた 3 次元培養ではプラスチックディッシュと

比較して発現量が減少していたが算出された発現量の差は MMP-3 より

も小さく，Col2a1 においては 84kPa を除いてプラスチックディッシュ

と比較して有意差はみられなかった．よって，軟骨変性因子である MMP-

3 の発現量の増大はみられたが，Col2a1 の発現量から軟骨細胞の異化が

促進されていないことが示され，加工ゲルを用いた培養では軟骨変性で

はなく代謝活性が促進された可能性が考えられる．これらから，本研究

で用いた新規の培養基材である量子ビーム加工ゲルは，先行研究同様に

硬さの変化が軟骨細胞の形態に影響を及ぼし，軟骨細胞の代謝活性を引

き起こす可能性が示唆された． 

 各硬度の加工ゲルに対して異なる強度の剪断力が標的遺伝子の発現に

与える影響に関して，本研究ではγ線照射によるコラーゲンの架橋密度

を変化させることでゲルの硬さを変化させ，16・46・84・145kPa の 4

条件の硬度の加工ゲルを用いて検証した． 

16kPa の加工ゲルでは軟骨細胞の特異的マーカーである Col2a1 の発

現量が 50RPM で最も発現量が多く，75RPM では 0RPM，50RPM と比

較して有意に発現量が減少していた．46kPa では有意差はないものの同

様の結果がみられ，比較的柔らかい硬度のゲルでは低強度の剪断力に対
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して軟骨細胞は軟骨の合成・同化を促進させ，高強度の剪断力に対して

は軟骨異化が促進される可能性が示唆された．一方で，84・145kPa で

は Col2a1 の発現量が 75RPM で最も発現量が増加していた．これは柔

らかいゲルとは異なる特徴であり，硬度が固くなるにつれてより高強度

の剪断力が軟骨の合成・同化を促進させる可能性を示唆するものである．

この結果は，適度なメカニカルストレスが軟骨保護に関与するとするこ

れまでの通説に対し，この軟骨表層から負荷される“適度な強度”は，

軟骨下骨の硬さ変化によって異なる可能性があることを示すものである． 

 一方で，Acan の発現量は 16・46・145kPa 硬度に関係なく剪断力の

強度が上がるにつれて発現量が増加した．Col2 と Acan は関節軟骨の

ECM を構成する主成分である．先行研究において軟骨細胞は動的圧縮

負荷に対して Col2 よりも Acan の発現量を増大させることが報告され

ている 84)．本研究では剪断力に対する軟骨細胞のメカノレスポンスを検

証した．Col2 と Acan は共に関節軟骨を構成する主成分であるが，軟骨

細胞のメカノレスポンス機構において Col2 と Acan はそれぞれ別のメ

カニズムによって発現が制御されている可能性が示唆された． 

 TNF-αと MMP-3 の発現に関して，TNF-αは炎症性サイトカインと

して，MMP-3 は軟骨変性因子として関節軟骨変性に関与する．本研究

結果から TNF-αの発現量は剪断力の負荷によって増加しなかった．ま

た，MMP-3 においても 84kPa，145kPa を除いて剪断力の負荷によって

増加しなかった．また，84kPa，145kPa は 75RPM 条件において Col2a1

の発現量が最大となっていることから軟骨変性は生じていないことが示

唆された．本研究では異なる強度の剪断力に対する軟骨細胞のメカノレ

スポンス機構を検証するため，0・50・75RPM の強度で振とう培養によ

る剪断力を軟骨細胞に加えた．これまでに振とう培養によるメカニカル
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ストレスの影響を検証した報告において 30RPM の強度はウシ軟骨細胞

の増殖を促進すること 85)，30RPM の強度を周期的に加える条件では骨

髄由来間葉系幹細胞の増殖や生存率に影響しないが 60RPM の強度では

骨髄由来間葉系幹細胞の増殖，生存率を低下させることが明らかとなっ

ている 86)．これらの報告を元に本研究では強度の設定を行ったが，関節

軟骨を変性させ得る高強度のメカニカルストレスとはならず，TNF-αと

MMP-3 の発現量を軟骨変性を惹起するレベルまで増加させなかったこ

とが示唆された． 

 以上の結果から，同一強度の剪断力においても加工ゲルの硬さに応じ

て関節軟骨の主成分である Col2a1 の発現パターンの増減が異なること

が明らかとなった．この結果は，軟骨下骨の硬さ変化は剪断力に対する

軟骨細胞のメカノレスポンス機構に影響することを示すものである． 

本研究の限界として，剪断力の強度が挙げられる．前述したように，

本研究で設定した強度では TNF-αや MMP-3 といった軟骨変性因子の

発現増加に伴う Col2a1 や Acan の発現量の減少にみられるような軟骨

変性所見はみられなかった．従って，今後はより高強度での検証を加え，

剪断力に対する軟骨細胞のメカノレスポンス機構の詳細を明らかにする

必要がある． 
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8. 総括  

本論文では，関節における骨軟骨組織のメカノレスポンスを解明する

ために，メカニカルストレスの質に着目したモデル間の比較や，メカニ

カルストレスの増減を再現した検証を実施した．その結果，関節軟骨変

性には剪断力が関与し，軟骨下骨に対して圧縮応力の増大が骨形成に関

与することを示した．さらに軟骨下骨の硬さ変化は，軟骨細胞のメカノ

レスポンス機構に影響を与える可能性を新たに示した． 

研究 1 では，これまで緩徐に軟骨変性が進行するとされてきた DMM

モデルにおける関節不安定性による剪断力と半月板機能不全による圧縮

応力の増大に着眼し，DMM モデルの関節不安定性を抑制する CATR モ

デルを確立した．さらに，CATR モデルでは DMM モデルで生じる軟骨

変性を抑制することを明らかにした．さらに，DMM モデルと CATR モ

デルでは半月板変性が同程度生じていることから，CATR モデルは関節

不安定性による剪断力のみ軽減するモデルであることを示した． 

研究 2 では研究 1 で確立した CATR モデルと DMM モデルに加えて，

ACL-T モデルと CATT モデルを加え，ACL と半月板の機能の違いに着

目して生体内での異なるメカニカルストレスの増減を再現し，関節軟骨

と軟骨下骨の変化を解析した．その結果，関節不安定性を有する ACL-T

モデルと DMMモデルでは初期軟骨変性の特徴である軟骨細胞の肥大化

が確認された．しかし，関節不安定性を抑制した CATT モデルと CATR

モデルでは軟骨細胞の肥大化は抑制されていた．一方，軟骨下骨の変化

として，ACL を切断した ACL-T群と CATT群の BV/TV は減少したが，

半月板機能不全による圧縮応力増大が生じる DMM モデルと CATR モ

デルでは BV/TV が増大していた．これらから，剪断力の増大が表層の関

節軟骨変性を惹起し，圧縮応力の増大は軟骨下骨の骨形成を促進する可
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能性を示した． 

研究 3 では，研究 2 と同様のモデルを対象に，脛骨軟骨下骨の変化を

領域毎に解析した．その結果，ACL-T モデルと CATT モデルでは MP 領

域の骨形成が促進されたのに対して，DMM モデルと CATR モデルでは

MA，MP 領域とも BV/TV が高値を示した．ACL-T モデルと CATT モ

デルは共に ACL を切断しており，研究 2 で示したように前後方向の関

節不安定性が増大している．その結果，膝関節における接触領域が後方

に変位し，MP 領域に対する接触圧による圧縮応力が増大していること

が考えられる．また，DMM モデルと CATR モデルは内側半月板の側方

逸脱を共に認め，研究 1 では内側半月板の変性も同程度みられた．その

ため，DMM モデルと CATR モデルでは MA 領域と MP 領域に対する圧

縮応力の増大が生じていると考えられる．したがって，接触領域の変化

や半月板の機能不全による圧縮応力の増大が軟骨下骨の骨形成を引き起

こすことを明らかにした． 

研究 1-3 では膝関節のみを対象に検証を行なってきた．そこで，研究

4 では，発育期のマウスの股関節を対象に後肢懸垂による圧縮応力の減

少を再現し，骨格形成における圧縮応力の減少が与える影響を検証し，

メカニカルストレスの役割を明らかにすることを目的とした．その結果，

後肢懸垂による圧縮応力の減少は軟骨内骨化プロセスを遅延させ，

BV/TV の低下を示すことを明らかとした．さらに，この影響は後肢懸垂

終了後の期間では回復しなかったことから，発育期におけるメカニカル

ストレスの減少による影響は長期に残存する可能性が示唆された． 

これまでの成果をもとに，研究 5 では軟骨下骨の硬さ変化を再現した

新規の培養基材(加工ゲル)を用いて軟骨細胞を培養し，剪断力に対する

軟骨細胞のメカノレスポンス機構を評価した．その結果，ゲルの硬さに
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よって同一強度の剪断力に対する軟骨細胞のメカノレスポンスが異なる

可能性を明らかにした．これは，これまで適度なメカニカルストレスは

軟骨保護に作用し，過度なメカニカルストレスは軟骨変性を引き起こす

とするメカニカルストレスの強度依存的作用に対して，適度か過度を決

める要因の一つに軟骨下骨の硬さがあることを新たに示すものである． 

以上の結果を総括すると，剪断力や圧縮応力といったメカニカルスト

レスの種類に対して，骨軟骨組織は異なるメカノレスポンス機構を持つ

ことを示唆した．さらに，軟骨下骨の硬さ変化など一方の組織の変化は

他方の組織のメカノレスポンスに影響する骨軟骨相互作用がメカノレス

ポンス機構に関与する可能性を示した．これらの知見は，関節疾患の発

症・進行メカニズムにおける骨軟骨組織のメカノレスポンスの基盤を明

らかにするものである．さらに，メカニカルストレスの種類特異的な骨

軟骨組織のメカノレスポンス機構を示すことで，関節疾患の発症や進行

を予防するリハビリテーション確立へ向けた基礎データとなる． 

今後の展望としては，in vivo，in vitro 双方からの検証を継続し，軟

骨と軟骨下骨の相互作用に踏み込んだ検証を実施する必要があると考え

ている．具体的に，in vivo での検証ではこれまでに確立したモデルを用

いた検証の中で in vivo イメージングによる検証や，関節軟骨・軟骨下

骨から mRNA，タンパク質を別々に採取し解析を行うことで，変性順序

やその中での変動因子の解析などを行うことで骨軟骨の相互作用を検証

していく．in vitro での検証では，加工ゲルを用いた検証を継続してい

くとともに，軟骨細胞だけでなく，破骨細胞や骨芽細胞との共培養条件

での検証も必要であると考えている．共培養条件下での各細胞のメカノ

レスポンスを評価することで，各細胞の相互作用をより詳細に検証して

いく必要がある． 
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